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El envejecimiento es definido por muchos gerontólogos como la disminución
progresiva de la eficacia de la homeostasis. Datos que corroboran esta definición los
encontramos en el descenso lineal y mantenido, dependiente de la edad, de la capacidad
máxima de la mayor parte de las funciones fisiológicas, que se produce en el hombre a
partir de los 20 años (Cutler, 1984). Frente a esta pérdida del rendimiento funcional, el
término senescencia suele hacer referencia a los procesos de deterioro que llegan a
constituir causas naturales de muerte (Martin, 1985).
Aunque a algunos nos cueste aceptarlo, el proceso del envejecimiento es, en el
fondo, tan natural como el de respirar. Sin embargo, aparte de su propia naturaleza, la gran
diferencia entre ambos procesos radica en que entendemos perfectamente cómo es el
mecanismo de la respiración, pero en el caso del envejecimiento sabemos muy poco de
cómo se produce y casi nada de por qué ocurre.
Lo que quizá ya no resulte tan natural es el elevadlsinia número de personas
de edad que viven en la actualidad en cualquier sociedad desarrollada y que es fruto de los
avances técnicos en medicina, sanidad pública y nutrición. Esto no ocurre con la mayor
parte de las especies en la naturaleza, que mueren generalmente antes de, o en cuanto
comienzan a aparecer los síntomas de envejecimiento. Parecelógico pensar que laselección
natural utilice un amplio abanico de opciones y combinaciones de procesos que garanticen
la desaparición de un individuo, ya que ésta es básica para evitar la competencia por la
comida y el espacio.
En poblacion~s primitivas (como ocurría hace cientos de años) hay pocos
individuos que alcancenla longevidad máxima porque muerenantesdebido a enfermedades
infecciosas, accidentes, predadores o falta de alimento; ésto no ocurre en sociedades
desarrolladas en las que los individuos jóvenes mueren en accidentes normalmente y son
los ancianos los que suelen padecer distinto tipo de enfermedades, muchas de las cuales
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conducen a la muerte. Por tanto, en las sociedades avanzadas se ha producido un aumento
de la vida media (rectangularización de la curva de supervivencia), pero la vida máxima es,
probablemente, la misma.
La investigación sobre envejecimiento en la actualidad, presenta el aspecto de
un amasijo caleidoscópico. Existen multitud de teorías distintas y el número continúa
aumentando. Esto se debe al rápido progreso de los conocimientos sobre fenómenos
biológicos, así como a la aplicación de nuevas técnicas y métodos de investigación. Resulta
obvio que hoy, con el nivel de conocimientos actual, no se espera la aparición de una teoría
única, o una causa principal responsable del fenómeno de envejecimiento. Varias teorías
pueden coexistir, porque no se contradicen, o también porque son capaces de explicar
distintos aspectos o formas de envejecimiento (Medvedev,. 1990). El intento de
simplificación que supone el defender una y sólo una de las teorías posibles sobre
envejecimiento recuerda a la historia de los ciegosy el elefante que relata John Saxe, poeta
norteamericano del siglo XIX: cada uno de los sabios ciegos defendía su propia definición
de cómo era un elefante tras tocar una parte distinta del cuerpo de éste. Todos tenían
razón, pero al mismo tiempo todos estaban equivocados (Barash, 1983).
Lo que si está claro entre la comunidad científica es que cualquier teoría
moderna de envejecimiento debe ser capaz de aplicar, no sólo por qué los organismos
envejecen con el tiempo y llegan a morir, sino también las diferencias evolutivas de
longevidad entre especies y la razón por la que estos procesos de envejecimiento tienen
velocidades tan diferentes en distintas especies, tejidos o incluso células (Medvedev, 1990).
Cualquier teoría de envejecimiento deberla explicar elque, aunque la vida máxima parezca
estar fijada genéticamente para cada especie, la longevidad de cada individuo puede ser
alterada por condiciones ambientales.
Así por ejemplo, la longevidad puede verse afectada por la temperatura. Se
sabe que animales como los reptiles o las insectos viven más a bajas temperaturas. Se
piensa que este hecho es debido a la mayor tasa metabólica y mayor consumo de oxígeno
a temperaturas altas; esta correlación inversa entre la longevidad y lo que Rubner llamó
“tasa de vida” fue propuesta por primera vez en 1908. Aunque esta teoría ha sido muchas
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veces criticada debido a sus muchas excepciones, el principio que subyace en su
planteamiento continúa siendo válido y conecta con otras teorías como, por ejemplo, la de
los radicales libres; la tasa de metabolismo correlaciona con la tasa de producción de
radicales y por tanto con el daño producido por éstos. Los experimentos para intentar
aumentar la longevidad máxima mediante dietas de restricción calórica fueron estimulados
en un principio por estas teorías de “tasa de energía metabólica” (McCay a aL, 1943;
McCarter a aL, 1985; Masoro, 1988).
Se ha intentado clasificar todas estas diferentes teorías de distintas formas. Así,
las clasificaciones más tradicionales intentan subrayar las diferencias entre unas y otras.
Hoy parece hacerse un esfuerzo por encontrar puntos de complementariedad y
solapamiento entre ellas para conseguir así una clasificación más racional. Existen diversas
clasificaciones, pero podemos dividirlas en dos gandes pupos: teorías de envejecimiento
genéticamente programadoy de envejecimiento por acumulación de errores o daño (teorías
estocésticas).
1.- Teorías de envetecimiento renéticamente oroeramado
Esta teoría propone una serie de sucesosque estarían codificados en el genoma.
La existencia de un control genético del envejecimiento parece desprenderse del hecho de
que existan diferencias específicas de longevidad y que tendencias longevas sean
hereditariasen determinadas poblaciones. De la misma forma, las diferencias de longevidad
entre machos y hembras tienen una base genética. Podemos encontrar evidencias que
apoyan este tipo de control genético en ejemplos muy concretos, como el de los salmones,
que mueren poco despues de reproducirse debido a una serie de procesos degenerativos
que se encuentran bajo control hormonal. Así, silos individuos inmaduros son castrados se
consigue retrasar la puesta en marcha de dichos procesos (Hauiwell y Gutteridge, 1989).
caso de la enfermedad denominada progeria o síndrome de envejecimiento
prematuro, así como el síndrome de Werner, demuestran cómo unos pocos genes pueden
resultar determinantes en el proceso de envejecimiento. Se especula con la posible
existenciade unosgenes destructoresde expresión tardía. Otros investigadores postulanque
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el control lo ejercerían unos genes reguladores que mantendrían suprimidos a los genes
destructores. Con la edad la inhibición descendería, permitiendo que los genes
autodestructores se expresasen (Cutíer, 1984).
En contra de esta teoría genética estaría el hecho de que muy pocos animales
salvajes llegan a edades avanzadas pues mueren antes. Por ello no parece lógico que la
naturaleza haya favorecido el desarrollo de un envejecimiento genéticamente programado.
Una hipótesis alternativa es que sea la longevidad la que haya evolucionado y
no un mecanismo de envejecimiento. Esto podría explicar la invariabilidad de la vida
máxima de los individuos de cadaespecie. Se ha propuesto una correlación entre la eficacia
de los procesos reparadores del DNA y la longevidad de las especies. Esta y otras
observacioneshacen sugerir laexistencia de genes determinantes de la longevidad (Hafl.iwell
y Gutteridge, 1989).
2.- Teorías de envelecimiento ¡por acumulación de errores
Estas teorías se basan en la acumulación de errores, debido a que la eficacia
de los sistemas reparadores y de mantenimiento es siempre inferior a la que se necesitaría
para sobrevivir indefinidamente (Kirkwood, 1984). Las macromoléculas defectuosas se
pueden acumular fruto de un proceso de “usar y rompe? o por errores en su síntesis.
Podemos, a su vez, subdividirlas en distintas familias atendiendo alcaracter de
los errores (post-transcripcionales, acumulación de entrecruzamientos diversos, errores a
nivel de biosíntesis, etc.), al tipo de moléculas al que se da prioridad (proteínas. RNA o
DNA) o al nivel de organización (genoma y cromosomas, células, tejidos y órganos).
En este grupo se incluyen teorías como la propuesta por Orgel en 1963 (error
catastrófico). El postulaba que, con la edad y debido a errores en la transcripción del RNA
y su traducción a proteínas, se producía una acumulación de proteínas alteradas y no
funcionales en las células. Dicha acumulación, en último extremo, conducía a un error
catastrófico que impedía por completo un normal funcionamiento, originando una pérdida
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de la homeostasis celular y provocando la muerte de la célula. Al alterarse proteínas de la
maquinaria de síntesis se amplifican los errores en la siguiente generación de proteínas.
Este es un concepto distinto al de las teorías de mutación somática; la idea básica es que
la habilidad de una célula para producir proteínas normales y funcionales no depende sólo
de una correcta especificación genética de las secuencias polipeptidicas, sino también, de
la competencia y fidelidad del aparato de síntesis (Arking y Dudas, 1989).
Procesos de envejecimiento de tejidos específicos como pueden ser la piel, el
tejido conectivo o el ojo, responden perfectamente a estas características. Así por ejemplo,
se ha observado en este último caso cómo las proteínas se agregan y presentan
entrecruzamientos que dan lugar a la opacidad del ojo. En esta ocasión se piensa que el
problema no está a nivel de transcripción o traducción, lo que ocurre es que el “turnover”
o tasa de recambio de estas proteínas no es suficientemente rápido y las que están dañadas
no son reemplazadas a tiempo.
Otro factor a tener en cuenta por su posible implicación, es el mecanismo
proteolítico celular, encargado de degradar proteínas anormales y que podría perder•
eficacia con la edad.
También aquí incluiríamos una de las teorías que en la actualidad cuenta con
más seguidores, la teoría de envejecimiento debido a radicales libres, propuesta por
Harman (1956) hace menos de 40 años. Según él, el envejecimiento se debe al daño que
producen los radicales libres en los tejidas.
Lo que en la actualidad parece estar claro para biólogos y gerontólogos es que
el envejecimiento no es debido a una sola causa o factor. Por ejemplo, nadie duda que los
radicales libres representan un producto peligroso del metabolismo del oxígeno, y que si no
son inmediatamente eliminados por enzimas especializadas comola superóxido dismutasa,
catalasa o glutatión peroxidasas, pueden producir mutaciones somáticas, errores en la
síntesis de proteínas, peroxidación de las membranas o daño al DNA. Sin embargo, ésto no
significa que los radicales puedan aplicarlo todo. De la misma forma, las teorías de error
y mutación tampoco tienen respuesta para todo, aunque no por ello dejan de ser
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importantes. La existencia de muchos casos de envejecimiento morfogenético y de
envejecimiento genéticamente programado, no quita validez a los fenómenos al azar como
los errores y las mutaciones.
La complejidad de los procesos de envejecimiento lleva a sugerir teorías
globales que tomen muchos factores y procesos en consideración. Estas teorías deben
concentrarse en buscar regiones de interacción y solapamiento entre teorías más puntuales
y conseguir métodos de análisis mejores y más definitivos. El envejecimiento, al igual que
la morfogénesis o el cáncer pertenece a esa clase de procesos biológicos cuyos resultados
son obvios, pero cuyo mecanismo permanece todavía oscuro.
II. TOXICIDAD DEL OXIGENO
1.- Antecedentes hIstórIcos
En la actualidad casi todas los científicos están de acuerdo en que la vida en
la Tierra tuvo su origen bajo una atmósfera reductora compuesta principalmente por
hidrógeno, amoniaco, metano y vapor de agua (Gilbert, 1981). En esta primitiva atmósfera
terrestre con elevados niveles de radiación, temperaturas altas y abundante superficie de
agua, el oxígeno molecular sólo estaba presente en una cantidad insignificante debido a su
extraordinaria reactividad química. Fue hace unos 2.000 millones de años cuando su
concentración comenzó a aumentar coincidiendo con la aparición de los primeros
organismos fotosintéticos y la capade ozono en la alta atmósfera (Herbig, 1981). El oxígeno
liberado como subproducto en la fotosíntesis empezó a acumularse en la atmósfera y fue
este aumento gradual de su concentración el que llevó a la aparición de organismos con un
metabolismo aerobio (Cloud, 1983).
Este cambio en las condiciones ambientales debió suponer una fuerte presión
evolutiva sobre todos los organismos, viéndose favorecidos los mejor adaptados a la nueva
situación, es decir, aquellas formas de vida más capaces de hacer frente al ataque oxidativo
de una atmósfera cada vez más rica en oxígeno. Para ello necesitaron de una serie de
sistemas de defensa tanto enzimáticos como no enzimáticos.
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El estudio de organismos anaerobios actuales nos da una idea de lo que ocurrió
con numerosas especies primitivas que no fueron capaces de adaptarse y desaparecieron
ante la presión ambiental (Halliwell y Gutteridge,1989). Algunos organismos lo que han
hecho es, simplemente, evitar el contacto con el oxígeno molecular desarrollándose en
ambientes anaerobios o como algunas cianobacterias, proteger su enzima nitrogenasa en
celulas especiales de paredes muy gruesas y resistentes al oxígeno denominadas
heterocistos. Otros, acrotolerantes, no lo utilizan en su metabolismo; pero los organismos
aerobios, debido a su necesidad metabólica de utilizar el oxígeno como aceptor final de
electrones para la oxidación de sustratos y obtención de energía, han recurrido a otros
mecanismos de defensa.
Entre ellos podemos citar la estrategia de ligar el oxigeno a moléculas
transportadoras como la hemoglobina, mioglobina o el citocromo P4~; la reducción
multivalente del oxigeno, lo que en sistemas biológicos implica la utilización de metales de
transición como el Fe(II) y el Cu(II) y de enzimas como la citocromo c oxidasa, ascorbato
oxidasa o tirosinasa; la compartimentalización de la célula para relegar determinadas
reacciones peligrosas a orgánulos concretos (Cutíer, 1984); mecanismos de “quenching”
(extinción) capaces de eliminar las especies tóxicas derivadas del oxigeno impidiendo la
propagación de reacciones oxidativas; sistemas reparadores del daño celular producidopor
estos intermediarios tóxicos resultado de la reducción univalente del oxigeno; y por último,
sistemas enzimáticos específicos para eliminar estos productos (Gilbert, 1981). El oxigeno
ha resultado ser útil para la obtención de mayor cantidad de energía, sin embargo los
sistemas de defensa antioxidante no son eficaces al 100% y éste es el precio que la biosfera
debe pagar.
No fue hasta finales del siglo XVIII cuando dos científicos, Priestley (1775) y
Scheele (1777), de manera independiente, descubrieronel oxígeno.Algunos añosmás tarde,
Seguin y Lavoisier señalaron las semejanzas entre el proceso de combustión y la respiración
de los animales. Prácticamente desde su descubrimiento pueden encontrarse referencias
respecto a la toxicidad de este gas. Así, sus mismos descubridores, en experiencias
realizadas con plantas, señalaban cómo una atmósfera de oxigeno puro impedía el
crecimiento. De manera similar, Priestley realizóposteriormente aperimentos con ratones,
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observando cómo el oxígeno provocaba la muerte de éstos. Análogos resultados obtuvo
Lavoisier con cobayas, y años más tarde Pasteur, al observar cómo la presencia de oxígeno
era suficiente para matar a ciertos microorganismos.
Sin embargo, estos hechos no fueron muy tenidos en cuenta hasta que Paul Bert
(1878) con sus estudios demostró de forma inequívoca la toxicidad del oxígeno y la
universalidad de estos efectos tóxicos. Desde entonces han sido muchos los trabajos
realizados sobre este tema, de una manera especial en las dos últimas décadas, después de
que Rebeca Gerschman (Gerschmanet aL, 1954) implicase a los radicales libres del oxígeno
en el mecanismo de toxicidad y, sobre todo, tras el descubrimiento de la actividad
superóxido dismutasa por McCord y Fridovich en 1968 (McCord y Fridovich, 1969). Hoy
día muchos autores piensan en esa toxicidad del 6xlgeno como una de las principales causas
del envejecimiento animal (Cutíer, 1984; Sohal y Allen, 1986; Miquel 1991), así como de
muchas enfermedades y procesos degenerativos entre los que se pueden citar el cáncer,
inflamación, Parkinson, problemas de isquemia-reperfusión, etc.(Jamieson, 1989).
2.- Flsloloufa comnarada de la toxIcIdad del pifreno
.
El oxigeno resulta esencial para la vida de los organismos aerobios y al mismo
tiempo es una sustancia tóxica. Esta toxicidad ha sido observada en la mayoría de los
organismos. Durante el siglo pasado y la primera mitad de éste se han ido acumulando
datos descriptivos sobre la letalidad y las consecuencias patológicas de la aposición a altas
presiones parciales de oxigeno. El oxígeno a concentraciones superiores a las normales en
aire resulta tóxico para plantas, animales, bacterias aerobias como por ejemplo E. cali y
cultivos celulares.
Así, los animales parecen ser en general más susceptibles que las plantas
(Matkovics, 1977). Pero en tejidos vegetales se ha visto también cómo altas tensiones de
oxigeno inhiben el crecimiento de cloroplastos, disminuyen la viabilidad de semillas y el
crecimiento de raices, dañan las membranas, estimulan la abscisión de hojas y aumentan
la incidencia de anormalidades en el crecimiento (HaUiwell, 1981; Ha]liweil y Outteridge,
1989).
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La susceptibilidad al oxígenoen los animales es muy variable. Esto resulta obvio
y así podemos hablar de organismos anaerobios estrictos, como la bacteria Treponema
denticota y varias C!ostridia, que sólo crecen en ausencia total de oxígeno, anaerobios
moderados, que se desarrollan en atmósferas con basta un 10% de oxígeno, o
microacrófilos, como Treponema Paiidum, que necesitan una pequeña concentración de
oxigeno para crecer pero no toleran una concentración del 20%. Incluso dentro de los
anaerobios estrictos encontramos un amplio espectro de tolerancias, algunos mueren por
una breve aposición, mientras que en otros casos lo que se produce es una inhibición del
crecimiento (Halliwell y Gutteridge, 1989).
En el caso de E cali y otras bacterias aerobias la aposición a oxígeno puro a
una atmósfera de presión hace que disminuya el ritmo de crecimiento hasta alcanzar la
inhibición total (Brown y Yein, 1978; Farr el aL, 1988).
En general, los invertebrados suelen ser más resistentes que los vertebrados,
aunque, por ejemplo, el oxigeno puro a menas de una atmosfera de presión (0,3-0,5
atmósferas) resulta letal para Dmsophila melanogasíer (Balentine, 1982), mientras que
existen estudios en humanos en los que se ha utilizado oxígeno puro a una presión entre
0,75 y 2 atmósferas (Clark y Lambertsen, 1971).
Los animales poiquiotermos parecen ser más resistentes al oxígeno que los
homeotermos; así por ejemplo, las tortugas son capaces de tolerar oxigeno puro a una
atmósfera depresión durante varios meses, aunque esta resistencia disminuye al aumentar
la temperatura ambiental (Balentine, 1982; Halliweil y Gutteridge, 1989). Anfibios adultos
son también capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo en atmósferas de un
100% de 02 (Barja de Quiroga eí aL, 1988; López-Torres e: aL, 1988), y sin embargo,
mamíferos como la rata mueren durante los tres o cuatro primeros días de aposición. Las
aves son también especialmente resistentes (Huber y Drath, 1981).
En cualquier caso, los efectos tóxicos del oxígeno varian según el organismo de
que se trate, su edad, sexo, tasa metabólica, estado fisiológico y dieta.
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Así, resulta generalmente aceptado que los animales recién nacidos de distintas
especies de mamíferos son más resistentesque los adultos a la toxicidad del oxígeno, debido
a la incapacidad para incrementar las defensas antioxidantes en estos últimos (Frank 1982;
Stock et aL, 1990).
Además de la edad como un factor natural significativo a la hora de deteminar
la susceptibilidad a la toxicidad del oxígeno, el sexo tambien interviene. Las ratas machos
parecen ser más sensibles que las hembras (Berry et aL, 1977).
En cuanto a la tasa metabólica, existe una correlación positiva entre la
susceptibilidad de un organismo al oxigeno y su tasa metabólica (Barthelemy et aL, 1981).
Es por ello por lo que humanos adultos son menos sensibles al 02 que ratas adultas
(Halliwell, 1981; Halliwell y Gutteridge, 1989). Esta relación también es válida a nivel de
tejidos (Baeyens e: aL, 1973), de manera que los tejidos con mayor tasa metabólica son
también los más susceptibles al oxígeno.
El estado fisiológico está directamente relacionado con el punto antefior y así,
por ejemplo, el ejercicio disminuye la tolerancia al oxígeno; por el contrario durante la
hibernación se produce un marcado incremento de la resistencia al oxígéno debido al
descenso de la tasa metabólica (Gilbert, 1981). Los estados hormonales también influyen
en la tolerancia de un organismo: niveles altos de hormonas tiroideas, cortisona y
adrenalinahacen que disminuya le resistencia frente a altasconcentraciones de oxígeno. Se
ha comprobado que la hiperoxia provoca una reacción general de estrés que estimula la
actividad de algunas glándulas endocrinas agravándose la situación (Halliwelly Gutteridge,
1989).
Por último, la toxicidad del oxígeno se ve afectada además por la presencia en
la dieta de cantidades variables de vitamina A, E y C, metales de transición (Jenkinson et
aL, 1984), antioxidantes (Jenkinson et aL, 1989; Stone et aL, 1989) y lípidos poliinsaturados
(Hailiwell y Gutteridge, 1984; Sosenko et aL, 1988).
Introducción 12
3.- Toxicf dad del oxigeno normobairico e h¡oerbártco
La exposición a altas concentraciones de oxígeno produce efectos tóxicos cuya
severidad depende del grado de hiperoxia y de la duración de la exposición. En los animales
superiores los órganos más afectados por el ataque del oxígeno son el pulmón, órgano
expuesto a las presiones de 02 más altas, el ojo y el sistema nervioso central.
El pulmón es el órgano más severamente dañado por la aposición a hiperoxia
normobárica (a una atmósfera de presión) y los síntomas observados se reunen bajo el
nombre de “Efecto Lorrain-Smith”.
Ratas expuestas a dosis subletales de oxígeno (60-80% de 02) muestran
cambios patológicos inespecíficos en el pulmón. Aparece edema, hemorragias alveolares,
atelactasia, inflamación, depósitos de fibrina y engrosamiento e hialinización de las paredes
alveolares (Crapo et aL, 1980). Las células del endoteio capilar parecen ser las más
sensibles; se producen cambios en el citoplasma que son seguidos de fragmentación y
destrucción celular (Crapo, 1986). Las membranas celulares son las primeras en mostrar
los efectos del daño oxidativo (Jamieson, 1989). Estos efectos son similares en distintas
especies (Fracica et aL, 1988) aunque varien los tiempos de aparición.
También se ha observado
cómo la aposición continua de ratas
jóvenes a hiperoxia normobárica afecta a
todos los parámetros característicos del
crecimiento pulmonar como son su peso,
volumen, superficie alveolar y número de
alveolos, etc. (Balentine, 1982). En ranas
(ilustración 1) se ha comprobado cómo al
aumentar el % de oxígeno disminuye de
forma muy marcada el crecimiento
pulmonar (Barja de Quiroga et aL, 1989a).
Ilustración 1
Introducción 13
La exposición de humanos a oxígeno puto a una atmósfera de presión durante
seis horas provoca la aparición de una variedad de síntomas respiratorios; inicialmente se
produce tos y un dolor agudo acompañado de inflamación de la garganta (Bishop, 1978).
Se producen lesiones en los alveolos pulmonares que se manifiestan en primer lugar por
un engrosamiento de la barrera alveolo-capilar debido al edema. Este edema se debe al
aumento de la permeabilidad de los capilares, que parece estar causado por las especies
reactivas derivadas del oxígeno (Taylor y Rippe, 1986). Si la exposición a hiperoxia
continúa, se produce necrosis del epitelio alveolar y las células alveolares tipo 1 son
sustituidas por las tipo II, que proliferan (Freeman e:aL, 1986). En un estado posterior se
suma a esta sustitución celular la producción de elevadas cantidades de colágeno y castina,
apareciendo finalmente fibrosis pulmonar (Balentine, 1982; Halliwell y Gutteridge, 1989)..
Los efectos de la hiperoxia hiperbárica (hiperoxia a una presión superior a una
atmósfera) sobre los pulmones son similares a los anteriormente descritos, pero su
aparición es más rápida (Clark, 1988). En el hombre, los síntomas de toxicidad provocada
por el oxigeno aparecen entre las 6 y 12 primeras horas de exposición a 100% de oxigeno
y dos atmósferas de presión. Se produce irritación traqucobronquial y disminuye la
capacidad de difusión, la capacidad vital y el volumen sanguíneo en los capilares
pulmonares (Frank y Massaro, 1980; Jackson, 1985).
En los mamíferos, es el pulmón el órgano más severamente dañado por
tensiones elevadas de oxigeno. En los animales de respiración acuática ocurre algo similar
con las branquias. En truchas (Salmo gakdneñ) y anguilas (Anguila anguilla) apuestas en
agua, a 15 atmósferas de oxigeno durante 90 minutos, se ha observado un aplanamiento de
la superficie lamelar secundaria de los filamentos branquiales, reduciéndose así el área
funcional de intercambio respiratorio (Barthelemy el aL, 1981).
Además del pulmón, el ojo es otro órgano particularmente sensible al oxígeno.
En 1942 fue definida la fibroplasia retrolental como una de las principales causas de
ceguera infantil (Teny, 1942). Unos años después se apreció cómo esta patología se
correlacionaba con el uso terapéutico de 02 en el tratamiento en incubadoras de niños
prematuros (Balentine, 1982). Inicialmente se produce una constricción de los capilares
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oculares y necrosis a nivel de la retina, para posteriormente, en una segunda fase, darse una
proliferación de nuevos capilares anormales cuya permeabilidad es elevada y que se
extienden hacia el humor vitreo, produciéndose una opacidad que impide la visión y en
algunas ocasiones desprendimiento de retina, lo que ocasiona ceguera (Halliwell, 1981;
Halliwell y Gutteridge, 1989). Por otro lado, se ha comprobado que el uso terapéutico de
oxigeno hiperbárico provoca la opacidad del cristalino (Padgaonkar et aL, 1989) y cataratas
(Giblin et aL, 1988).
Además delpulmón y del ojo, hay otros órganos o tejidos que se ven afectados
por su exposición a elevadas tensiones de oxígeno. Entre ellos destaca el sistema nervioso
central. La hiperoxia hiperbárica (2-3 atm.) produce una toxicidad aguda sobre el sistema
nervioso central que se manifiesta en estados convulsivos similares desde varios puntos de
vista a la “epilepsia de gran mal” (con unos registros encefalográficos parecidos) y lesiones
crónicas que se conocen con el nombre de “Efecto Paul Ben”.
Si la exposición a oxigeno hiperbárico es continua puede llegar incluso a
producir la muerte del individuo. También la repetición de breves e intermitentes
exposiciones puede llegar a provocar una parálisis irreversible acompañada de rigidez,
ataxia y pérdida de reflefos. Todos estos síntomas se conocen como “Efecto John Bean”.
Aunque en un principio parecía que el sistema nervioso central presentaba una
mayor resistencia a la toxicidad del oxigeno, pues los efectos tóxicos sólo aparecían tras la
exposición a hiperoxia hiperbárica, hoy sabemos que el tejido nervioso es altamente
sensible, y que su aparente mayor resistencia respecto al tejido pulmonar, por ejemplo, se
debe a que soporta un menor grado de hiperoxia debido en parte a la calda arteriovenosa
de P02 cuando se extrae de la hemoglobina. Por ello es necesario llegar a la hiperbaria
para elevar las presiones en el sistema nervioso e igualar los niveles soportados por el
pulmón con hiperoxia normobárica. Se piensa que esta susceptibilidad del sistema nervioso
es fruto de su alto metabolismo combinado con unos nivelesbajos de enzimas antioxidantes,
principalmente catalasa y glutatión peroxidasa, así como de otros antioxidantes no
enzimáticos y un elevado contenido de lípidos (Scott y Lew, 1988; Jamieson, 1989) y de Fe
(Halliwelly Gutteridge, 1989). Además, tambiénse han descrito alteraciones profundasdel
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cerebro en estado de desarrollo de animales inmaduros asociadas a hiperoxia normobárica
(Balentine, 1982).
Se han observado lesiones en el corazón, músculo esquelético (Barja de
Quiroga, 1981) y en casi todos los tejidos de una gran variedad de animales (Halliwell,
1981).
Todos estos hechos hacen que exista un enorme interés por conocer los
mecanismos de toxicidad del 02. A nivel clínico (Gabb y Robin, 1987) se utiliza con fines
terapéuticos en el tratamiento de la gangrena gaseosa, o de la intoxicación por monóxido
de carbono; también parece estar implicado en la necrosis que se produce en los tejidos
cuando, tras un periodo de isquemia, vuelven a tener riego sanguíneo (Marklund, 1988;
Wolbarsch y Fridovich, 1989; Mickel, 1990), con los consiguientes problemas en trasplantes
y otras intervenciones quirúrgicas. Lo mismo ocurre con suposible papel en enfermedades
autoinmunes, como la artritis reumatoide o su papel defensivo frente a infecciones.
Finalmente, resulta importante para una completa comprensión de la fisiología del buceo
e hiperbárica en general (Lambertsen, 1988).
4.- Causas de la toxicIdad del nxluenn
A pesar de la gran acumulación de datos descriptivos sobre los efectos nocivos
del oxigeno, durante mucho tiempo se careció de teorías que explicasen los mecanismos de
toxicidad. Diversas hipótesis han intentado explicar el mecanismo molecular responsable
de la toxicidad del oxígeno. En la actualidad existen dos posibilidades:
- Inactivación de enzimas
- Radicales libres (especies de 02 activo)
A. InactIvaclón de enzimas
Fue la primera propuesta (Stadie y Haugaard, 1945) que se hizo de un
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mecanismo general para intentar explicar la toxicidad del oxígeno. Esta teoría (Haugaard,
1968) sugería una interacción directa del 02 con proteínas, principalmente enzimas
celulares y especialmente aquellas que presentaban grupos tiélicos esenciales para su
actividad en su forma reducida. Se observaba cómo varias enzimas, tanto de organismos
aerobios como anaerobios, se inactivaban de forma irreversible cuando el organismo era
sometido a altas tensiones de 0r Así, por ejemplo, la actividad de la enzima nitrogenasa
de la bacteria anaerobia Clostridiwn pasteurianum depende de que sus cofactores se
mantengan en estado reducido. Al exponer labacteria al oxigeno, estos cofactores se oxidan
de manera irreversible y la enzima se inactiva (Halliwell, 1981).
Algunas enzimas de organismos aerobios también se inactivan cuando éstos se
exponen a tensiones elevadas de 02. Normalmente se trata de un proceso lento, pero hay
excepciones, como es el caso de la bacteria E. coil, cuyo crecimiento cesa casi
inmediatamente cuando se somete a 02 puro a 4,2 atmósferas de presión; se produce una
inhibición rápida de la enzima dihidroxiácido hidratasa (Brown y Yein, 1978) implicada en
la síntesis del aminoácido valina.
La exposición de homogenados de cerebro de pollo a tensioneselevadas de 02
provoca la rápida inhibición de la glutamato descarboxilasa (Tunnicliff y Wood, 1974). y
esta inactivación parece jugar un papel fundamental en las convulsiones observadas en
animales apuestos a hiperoxia, pues la disminución del ácido y-aminobutfrico (CIABA)
podría ser su causa. Resultados semejantes se han obtenido con tejido de cerebro humano.
Podría ser, pues, esta interferencia con el metabolismo del CIABA, un mecanismo básico
de las convulsiones en hiperoxia (Wood, 1975).
Quizá el mejor ejemplo de efecto directo del oxígeno lo encontremos en las
plantas. La primera enzima del ciclo de Calvin, la ribulosa difosfato carboxilasa, combina
CO
2 con un azúcar de 5 carbonos (Ribulosa 1,5-difosfato) para producir dos moléculas de
ácido fosfoglicérico. El oxigeno es un inhibidor de esta reacción, pues compite con el CO2
y por eso con concentraciones elevadas de oxígeno hay menos fijación de CO2 y menos
crecimiento.
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El mecanismo exacto de inhibición de enzimas por tensiones elevadas de 02
está por establecer, aunque frecuentemente la inhibición de enzimas de organismos
aerobios por ~2 se debe a la oxidación de grupos tiólicos esenciales para la enzima. Así
ocurre con la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (rjioe y Haugaard, 1972). Otra
enzima que también se inactiva es la amido fosforribosil transferasa (Fee, 1982). Trabajos
recientes señalan cómo la exposición de proteínas a radicales libres provoca grandes
modificaciones estructurales, fragmentación, agregación, incremento de la susceptibilidad
a la proteolisis, alteraciones de la estructura primaria (algunos aminoácidos parecen más
sensibles a la modificación), secundaria y terciaria (Davies y flelsignore, 1987).
Sin embargo, aunque el mecanismo de inactivación enzimática se ha
demostrado experimentalmente para algunas enzimas, todos estos datos no parecen
suficientes para explicar la toxicidad del oxigeno; sólo aplicarían una pequeña parte de los
procesos celulares alterados por el oxígeno. No todas las enzimas se inhiben; tampoco en
todas las especies. Cuando lo hacen, el porcentaje de inhibición no es a veces suficiente
para explicar la toxicidad final, pues se trata de inhibiciones lentas y de extensión limitada
(Halliwell y Gutteridge, 1989). Además, hoy sabemos que el efecto agudo de la toxicidad
del 02 no sólo ocurre a nivel de proteínas, sino que también se produce un ataque
oxidativo a lípidos, DNA e hidratos de carbono. Parece necesaria, pues, una teoría más
general como la de los radicales libres.
B. RadIcales libres (especIes de 02 actIvo)
La teoría de los radicales libres fue propuesta por Rebeca Gerschman en 1954.
Postula que la toxicidad del oxigeno a nivel molecular se debe a la existencia de radicales
libres derivados de la propia molécula de 02 (Oerschmanet aL, 1954). Esta teoría descarta
al ~2 molecular como responsabledirecto de la toxicidad apuntandocomo causantes a estas
metabolitos mucho más reactivos que él. De esta forma, la inactivación de enzimas sería
una consecuencia y no la causa, como sostenía la hipótesis anterior, de la toxicidad del
oxigeno. Gerschman comprobó las semejanzas entre los efectos nocivos causados por las
radiaciones X y los producidos por el oxígeno, lo que le llevó a pensar en un mecanismo
de acción común (Gerschman et aL, 1954). Además observó cómo muchos agentes químicos
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que protegían de los efectos tóxicos de la radiación eran eficaces para evitar el daño
causado por el oxígeno (GerschmanelaL, 1979). Si los radicales libres eran los responsables
de los efectos de las radiaciones X, la toxicidad del oxígeno podía deberse también a ellos.
Un radical libre se define como un átomo o molécula que posee uno o más
electrones desapareados en su orbital más externo. Se originan por ganancia o pérdida de
un electrón y también por fisión homoiltica de un enlace covalente. Se trata de una
definición amplia que incluye, entre otras especies químicas, al átomo de hidrógeno (con
un electron desapareado) y a la mayoría de los metales de transición. En sentido estricto,
la molécula de oxígeno puede considerarse un radical libre, pues tiene dos electrones
desapareados de espines paralelos. Esta última característica le impone, a la hora de
aceptar dos nuevos electrones, una restricción: estos electrones deben tener espines
paralelos entre si y antiparalelos a los de los electrones desapareados del 02 (lo cual no es
frecuente). Por ello el 02 tiende a aceptar los electrones de uno en uno (Halliwell y
Gutterridge, 1984), dando lugar a una serie de especies derivadas entre las que se cuentan:
- el radical superóxido (0»
- el peróxido de hidrógeno (H202)
- el radical hidroxilo (OH’)
- el oxigeno en estado singlete (02)
Los tres primeros surgen de la reducción incompleta del oxígeno molecular al
aceptar uno, dos o tres electrones respectivamente (Del Maestro, 1980). Estas reducciones
monovalentes del 02 pueden esquematizarse de la forma siguiente:
e ¿+2H+
02 02 H202 —0W H20
H20
Los metales de transición que se encuentran en los centros activos de muchas
oxidasas y oxigenasas tienen la habilidad de facilitar la transferencia de electrones, de uno
en uno, al oxígeno molecular. Por último, el oxígeno molecular puede sufrir una
redistribución de los electrones situados en sus orbitales externos, alcanzando un nuevo
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estado más reactivo conocido como 02 en estado sin glete (Halliwell y Gutterridge, 1984).
La teoría propuesta por Rebeca Gerschman retama el concepto clásico de
Michaelis (1940): “toda oxidación (o reducción) sólo puede producirse en pasos de
oxidaciones (o reducciones) de carácter univalente”, que fue desechado a principios de siglo
debido a la oposición y gran autoridad de Otto Warburg. quien defendía el carácter
tetravalente de las oxidaciones biológicas, que como hoy sabemos ocurre a nivel de la
citocromo c oxidasa mitocondrial.
Sin embargo, fue necesario eldescubrimiento de la superóxido dismutasa (que
ha sido encontrada en casi todos los organismos aerobios y no en la mayaria de los
anaerobios) para dar un impulso definitivo a esta teoría, al ponerse de manifiesto la
existencia y relevancia de un radical libre, el radical superóxido, en las células aerobias.
111. PRODUCCION CELULAR DE RADICALES LIBRES
Hoy sabemos que la mayor parte del daño oxidativo en los sistemas biológicos
se debe a que la utilización del oxígeno por las células da lugar a lageneración de radicales
libres. Los radicales libres se producen debido a procesos fisiológicos normales o por la
influencia de compuestos exógenos como el ozono, el etanol, u otros xenobióticos, etc.
(Pryor, 1986; Videla el aL, 1990).
Una gran variedad de enzimas y complejos multienzimáticos implicados en el
metabolismo celular tienen la capacidad de transferir electrones al oxigeno. Cofactores
enzimáticos como derivados de flavinas, nicotinamidas y quinonas son también capaces de
reaccionar con el oxigeno aunque éste no sea su sustrato fisiológico. Pero los principales
blancos celulares de reacción con el oxígeno son los transportadores de electrones de los
complejos multienzimáticos de mitocondrias y microsomas. Se ha demostrado generación
de especies activas de oxígeno por parte de enzimas y autooxidación de moléculas en
prácticamente todas las fracciones celulares incluyendo la citosólica, mitocondrial,
peroxisómica, microsómica, así como en las membranas plasmática y nuclear (Boveris elaL,
1972). El 93% del oxigeno celular se consume en la cadena respiratoria mitocondrial que
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representa uno de los lugares principales de activación del oxigeno (NoIi], 1986). Estos
centros metabólicamente activos, y las zonas cercanas a estructuras capaces de almacenar
metales, son los principales focos celulares de radicales (Chevion, 1988; Saran y Bors, 1990).
1.- PeróxIdo de hidrógeno
La mayor parte del 02 consumido por los organismos aerobios es reducido a
agua mediante la adición de 4 electrones a cada molécula de 02:
02 + 4 C + 4 H~ 2 H20
Esta reacción está catalizada porla citocromo c oxidasa de la membrana interna
mitocondrial o la membrana plasmática en elcaso de las bacterias. Existen sin embargo una
serie de enzimas celulares que transfieren dos electrones a cada molécula de 02
produciéndose entonces peróxido de hidrógeno:
02 + 2 e’ + 2 H~ H202
Entre estas enzimas que llevan a cabo la reducción divalente están la urato
oxidasa, la D-aminoácido oxidasa, glicolato oxidasa, acil-CoA oxidasa, NADH oxidasa,
monoarnino oxidasas, j,lutatión oxidasa (Sies y Cadenas, 1983), el sistema xantina/xantina
oxidasa (Link y Riley, 1988) y otras. El 11202, así como el o; son productos secundarios
de la acción principal de estas enzimas que se distribuyen por los distintos compartimentos
celulares. La KM de todas estas enzimas es muy superior a la concentración de ~2 que
prevalece en el ambiente celular en que trabajan; no están saturadas y por ello generan más
radicales en condiciones de hiperoxia (Turrens et aL, 1982).
Además, la autooxidación de algunos de los componentes de la cadena de
transporte electrónico mitocondrial y del cloroplasto genera H202 b viro (Boveris y
Chance, 1973; Halliweli, 1978; Nohl y Hegner, 1978). En el caso de la mitocondria se
postulan dos puntos de producción de peróxido de hidrógeno, la región ubiquinona-
citocromob y la NADH deshidrogenasa (Boveris et aL, 1976; Cadenas el aL, 1977; Chance
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el aL, 1979). Se calcula que entre el 1% y 7% del oxígeno (según las condiciones del medio
celular) no da lugar a agua sino a H202 y 0 . Se ha observado generación de H202
durante la fotosíntesis y los procesos de fagocitosis. Los microsomas aislados e incubados
con NADPH producen también elevadas cantidades de H202, sin embargo, la producción
por parte del retículo endoplásmico in vivo parece ser menor (Sies el aL, 1978). Otra vía
de formación de H2O2es la reacción de dismutación del o. Por ello, cualquier sistema
biológico que genere o es capaz de producir también H202. Tanto el H202 como el o;
se generan por reacciones fotoquímicas en la superficie de aguas naturales al ser iluminadas
(Cooper y Zika, 1983), debido al material orgánico disuelto. También de esta forma se
genera el radical hidroxilo (Mopper y Zhou, 1990), al estar apuestas superficies de agua
a las radiaciones ionizantes.
El peróxido de hidrógeno en concentraciones elevadas puede provocar la
muerte celular. Así porejemplo, las células animalesen cultivo (Bozzi elaL, 1979) y algunas
bacterias como Neisseria gonorrhoeae (Ismail a aL, 1977) son muy sensibles al 11202. Sin
embargo, existen otras bacterias como E. coN que son mucho menos sensibles a este
compuesto y un tercer grupo que excreta 11202 por lo que obviamente tolera su presencia.
Por tanto, no existe un patrón uniforme de toxicidad producida por el agua oxigenada en
distintos organismos. Esto puede deberse a las propiedades químicas de esta molécula. El
11202 puro, que en realidad no es un radical libre, es poco reactivo, pero puede inactivar
enzimas directamente oxidando grupos tiólicos esenciales, como ocurre con la
gliceraldehldo-3-fosfato deshidrogenasa; por tanto, la exposición de células a elevadas
concentraciones de 11202 puede llevar a una deficiencia de ATP al inhibirse la glucolisis.





3~ +01V + 0H
Esta reacción se conoce con el nombre de reacción de Fenton (Wa]ling, 1982).
La disponibilidad de metales de transición puede influir en la mayor o menor toxicidad del
peróxido de hidrógeno, al igual que la radiación ultravioleta. Independientemente de que
el H
202 sea tóxico per se o bien a través de la formación de especies más reactivas como
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el radical hidroxilo, lo que si se ha observado es que en condiciones de hiperoxia se
incrementa la producción de H202 en fracciones mitocondriales aisladas (Turrens el al,
1982). Este incremento se ha observado in vivo en hígado (Oshino el aL, 1975) y cerebro
(Yusa el aL, 1987) de rata. Además, el hecho de ser una molécula pequeña, sin carga y
relativamente estable (Link y Riley, 1988) le permite difundir y producir daño lejos de su
punto de formación. Los efectos deletéreos del peróxido de hidrógeno dependerán de la
presencia de iones metálicos, así como de la capacidad de determinadas enzimas celulares
para metabolizar este compuesto.
2.- RadIcal suDeróxído
Como ya se ha señalado anteriormente, la mayor parte del oxígeno que
consumen las células se reduce hasta agua. Sin embargo, existen varias enzimas celulares
que catalizan reacciones de oxidación en las que se transfiere un solo electrón desde un
sustrato hasta la molécula de oxígeno, formándose así el radical superóxido:
02 +
Entre estas enzimas están la xantín oxidasa, aldehído oxidasa, flavín
deshidrogenasas, triptófano dioxigenasa y peroxidasas (Halliwell, 1981). El radical
superóxido puede producirse también durante la autooxidación de formas reducidas de
algunas biomoléculas presentes En vivo como son las catecolaminas, flavinas y ferredoxina
(Del Maestro, 1980), hemoglobinas, mioglobina, citocromos y otras.
Además, el radical superóxido se genera en las mitocondrias (Boveris, 1977) en
la región ubiquinona-citocromo b de la cadena respiratoria (Turrens el aL, 1985) en unos
casos, y en ésta y en la región del complejo NADH deshidrogenasa en otros (Turrens elal,
1982). En cloroplastos también se ha observado su generación (Asada elaL, 1977) a partir
de la oxidación de los componentes de la cadena de transporte electrónico, al igual que en
glioxisomas (Sandalio el aL, 1988). El retículo endoplásmico de las células (Chance el al,
1979) puede producir radicales superóxido. Así mismo, estos radicales se generan como
consecuencia de la irradiación de tejidos vivos (Benon cí aL, 1977). Por último, células
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intactas de tipo fagocítico, como son leucocitos pollinorfonucleados y macrófagos liberan
grandes cantidades de radical superóxido cuando están activadas (Fridovich, 1981).
El comportamiento químico del radical superóxido varia según se encuentre en
un medio acuoso o en un disolvente orgánico. En solución acuosa el radical superóxido
actúa como base, aceptando protones, dando lugar de esta forma al radical hidroperoxilo
Ho;, pero a PH 7 predomina la forma superóxido. En este tipo de solución puede actuar
como un potente agente reductor, cediendo su electrónextra, o como agente oxidante débil,
reduciéndose hasta H202. Así, el radical superóxido puede reducir el ion Fe (III) presente
en el centro activo delcitocromo c o los Cu (II) de la plastocianina (Halliwell y Gutteridge,
1984); pero también es capaz de oxidar moléculas como el ácido ascórbico, el Fe2~,
catecolaminas, compuestos que contengan pupos tiólicos y la adrenalina. Su forma
protonada, H0, es un agente reductor y oxidante más potente, aunque su concentración
no sea alta. Podrá oxidar al NADH ligado a la enzima gliceraldehído-3-fosfato-
deshidrogenasa, al «-tocoferol y reducir al citocromo c. Además el radical o; en solución
acuosa es capaz de reaccionar consigo mismo; esta reacción se conoce con el nombre de
dismutación y cualquier reacción del 0 tendrá que competir con ella:
o;+o;+2H~=4.H
2o2+o2
La reacción directa de dos radicales superóxido es muy lenta a pH fisiológico,
posiblemente debido a la repulsión electrostática. Por este motivo el radical superóxido
formado en los sistemas biológicos tiene una vida media significativa, lo que le permitirla
difundir desde el lugar de su formación hasta otras estructuras celulares, aunque mucho
menos que el H202.
Cuando el radical superóxido se encuentra en solventes orgánicos su capacidad
para funcionar como base y agente reductor se incrementa. En cuanto a su capacidad
oxidante en este tipo de medio, sólo se observa con compuestos capaces de donar protones,
como son el ascorbato, catecol y «-tocoferoL
El o en soluciones acuosas es muy poco reactivo si se compara con especies
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como el radical hidroxilo o el oxigeno en estado singlete. A pesar de ésto, y aunque no se
conozca el mecanismo exacto, se ha observado que sistemas generadores de radicales
superóxido ocasionan la muerte de bacterias, inactivan virus, dañan enzimas y membranas
como las de los lisosomas (Kalra el aL, 1988) o las del sarcolema (Kaneko el aL, 1989) y
destruyen células en cultivo, flujos de radicales superóxido generados enzimática o
fotoquimicáinente son capaces de despolimerizar polisacáridos, degradar el colágeno
(Monboisse elaL, 1988), oxidar lípidospoliinsaturados, lisar eritrocitos y producir daños en
el DNA (Fridovich, 1981). Es posible que parte del o; se produzca en el interior de
membranas, donde puede resultar más peligroso (Halliwell y Gutteridge, 1984).
Sin embargo, hoy se sabe que el radical superóxido, contrariamente a puntos
de vista anteriores, carece de reactividad suficiente para atacar directamente a las
macromoléculas y se ha Uegado a proponer un posible papel de mensajero celular para él
(Saran y Bors, 1990). Pero en presencia de trazas de catalizadores metálicos como el hierro
o el cobre, la combinación del o y el 11202 en la reacción de Haber-Weiss da lugar al
radical hidroxilo. El o; necesita al H202 para producir la especie oxidante OH’. mientras
que el 11202 no necesita al o para poder hacerlo. Esto, junto con la presencia de 11202
en las células a concentraciones unas mil veces superiores a las del 02, convierte al
peróxido de hidrógeno en una especie con gran capacidad para generar daño oxidativo a
pesar de no ser un radical libre.
3.- RadIcal hidroxIlo
El radical hidroxilo es una especie química de una gran reactividad. Puede
generarse a partir del peróxido de hidrógeno, bien por rotura homolítica de esta molécula,
causada por calor o por radiaciones ionizantes (HalliweIl y Outteridge, 1984), o bien por
la ya citada reacción de Fenton. Además existe otra vía de producción, la reacción de
Haber-Weiss:
o+ H202=.02+OW + 0W
La reacción tal y como está descrita tiene una constante de velocidad muy
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pequeña por lo que a las concentraciones en que se encuentran el 0 y el H202 En vivo,
no se produciría (Halliwel, 1981). Sin embargo, la presencia de trazas de metales de





3~ + 0W + 0H
11202+0; 0
2+OH+OH
La segunda reacción es una reacción tipo Fenton. La reacción final se
denomina a veces “reacción de Haber-Weiss catalizada por hierro”. Se ha demostrado que
esta reacción ocurre rápidamente En vino (Koppenol, 1981). Los metales de transición están
ampliamente distribuidos en los seres vivos y además del hierro, el cobre podría ser
también un candidato para catalizar esta reacción de Haber-Weiss. En estas condiciones
se ha comprobado que la adición de histidina o albúmina en concentraciones fisiológicas
impide la catálisis. Por ello puede que ni en suero sanguíneo ni en las células se produzca
esta catálisis mediante cobre, ya que en ambos casos existenproteínas en una concentración
suficiente para impedir la misma (Ha]liwell y Gutteridge, 1984). Complejos de Fe con
quelantes de bajo peso molecular como el AL)!’, ATP, EDTA incrementan la formación de
radical hidroxilo 0H (Kappus, 1985); proteínas como la hemoglobina también promueven
su formación (Puppo y Halliwell, 1988).
El radical hidroxilo es considerado hoy el principal iniciador delataque a todo
tipo de macromoléculas, aunque existan otros iniciadores propuestos. Esta especie sin carga
neta es una de las mas reactivas presentes en el organismo. Su electrón desapareado
reaccciona inespecíficamente con cualquier tipo de molécula a 2-3 diámetros moleculares
de su lugar de formación y resulta ser mucho más reactivo que el radical superóxido.
El radical hidroxilo ataca y dalia casi a cualquier molécula existente en una
célula. Puede hidroxilar las bases púricasy pirimidínicas del DNA favoreciendo la aparición
de mutaciones (Ames el aL, 1982; Floyd, 1990). Así mismo, puede provocar daños en las
membranas celulares o inactivar ciertas enzimas (Del Maestro, 1980). Es responsable de
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la degradación del ácido hialurénico iii vitro y posiblemente intervenga En vivo en los
cambios patológicos que se producen en las enfermedades inflamatorias (McCord, 1974).
La reactividad de este radical es tan grande que tiene una vida media muy corta, lo que
impide su difusión, reaccionando rápidamente con cualquier molécula vecina y dando lugar
a radicales secundarios de reactividad variable y que pueden mediar su toxicidad (HalliweIl
y (3utteridge, 1984; Pryor, 1986). Así, los radicales 0ff pueden reaccionar con iones
carbonato (CO32’) dando lugar al radical carbonato (CO), que es una especie bastante
reactiva pero con una vida media más larga
OH’ + C0
3
2 ~. OH’ + co;
A pesar de que el radical OH una vez generado reacciona rápidamente y su
vida en los sistemas biológicos es muy corta, podría mediar en la toxicidad del peróxido de
hidrógeno y del radical superóxido a partir de los cuales se forma. Estos dos compuestos,
por su menor reactividad pueden difundir en la célula llegando hasta lugare,s más o menos
alejados, el 11202 puede inclusoatravesar membranas fácilmente y generar allí los radicales
OH’ que reaccionarán con las moléculas próximas. (HalliweIl y Ciutteridge, 1984).
La presencia simultánea del radical~ superóxido y el peróxido de hidrógeno o
sólo del último asegura la generación del radical hidroxilo en la mayoría de los rincones
celulares.
4.- Oxfseno en estado sIn~lete
Existen algunas pruebas experimentales que indican que parte de la toxicidad
del 02 podría ser debida a la formación del oxígeno singlete. Las moléculas de oxígeno
poseen en sus orbitales externos dos electrones desapareados de espines paralelos y en
orbitales distintos. La absorción de una cierta cantidad de energía hace posible otras
distribuciones de los electrones externos del ~2’ por lo que pueden existir otros estados de
la molécula de oxígeno.
El oxígeno en estado basal (triplete) puede por tanto captar energía y
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reorganizar su configuración electrónica. Con energía suficiente, uno de sus dos electrones
desapareados sufre una inversión de espín quedando ambos antiparalelos y dando lugar al
oxígeno en estado de singlete; éste puede existir en dos formas que se diferencian por su
distinto nivel energético. La primera forma de 02
1Zg+ posee dos electrones desapareados
con espines antiparalelos en orbitales distintos y se situa 155 KT sobre el estado basal
mientras que la otra, 0
2
1A g (92 Kl sobre el estado basal) posee dos electronescon espines
antiparalelos en un mismo orbital, por lo que no puede considerarse como un radical libre
aunque su reactividad es también elevada.
La vida media de la primera forma O
2
1Lg es cortay suele pasar a 0
2
14g antes
de haber reaccionado con cualquier otro átomo o molécula. El 0
2
14g puede ser uno de los
productos de la reacción de dismutación de los radicales superóxido o del 11202 en la
reacción de la catalasa, de modo que en lugar de 02 en estado fundamental se formaría
oxígeno en estado singlete, pero no está claro en ninguno de los dos casos y también puede
producirse en la reacción de Haber-Weiss catalizada por hierro (Kobayashi y Ando, 1979).
No obstante las cantidades que se obtendrían por cualquiera de estas vías son pequeñas y
difíciles de detectar (Halliwell y Gutteridge, 1984). Además, el propio radical 0 puede





La energía necesaria para que el oxígeno alcance el estado sínglete pueden
cedérsela ciertos pigmentos biológicos que hayan sido previamente excitados por la luz.
Entre estos pigmentos están las clorofilas, porfirinas, flavinas y el retinal (Halliweil, 1981).
In vivo se ha detectado la formación de oxígeno singlete en cloroplastos iluminados y en
retina de mamíferos (HaIllwell, 1981).
El 02
1Ag tiene -una vida media relativamente corta en solución acuosa pues
rápidamente pierdesu exceso de energía, pero este tiempo se prolonga cuando se encuentra
en medios hidrofóbicos (Foote el aL, 1978), como es el caso del interior de las membranas.
Esto le permitiría reaccionar con los ácidos grasos poliinsaturados de las membranas
contribuyendo así a la formación de peróxidos lipídicos. La formación de oxígeno en estado
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singlete podría causar daños en el cloroplasto, provocando la pérdida del color verde al
dañar la clorofila. Lo mismo ocurriría en la reúna, donde se conoce cómo la exposición
prolongada a altas intensidades de luz causa daño en la retina y la acumulación de
peróxidos lipídicos. La retina es especialmente sensible al oxígeno singlete pues los
segmentos externos de conos y bastones contienen un alto porcentaje de lípidos
pollinsaturados. En células animales en cultivo se han descrito efectos mutagénicos del
oxígeno singlete (Ames el aL, 1982).
Las reacciones oxidativas en las que interviene el oxígeno singlete se
manifiestan y son cuantificables por la emisión espontánea de quimioluminiscencia de baja
intensidad en todo tipo de células. Sin embargo, en la actualidad ha dejado de considerarse
al singlete como especie capaz de iniciar el daño oxidativo y se contempla a las especies
cjuimioluminiscentes mis como consecuencia que como causa de la oxidación de
macromoléculas.
La participación del oxigeno en estado singlete en muchos de los procesos
biológicos en los que se le ha intentado implicar no es del todo clara, puesto que ninguno
de los métodos empleados para demostrarlo ofrece resultadas totalmente concluyentes
(Halliwell, 1981).
IV. PEROXIDACION LIP[DICA
Las especies activas derivadas del 02 provocan en las células una serie de
alteraciones; entre éstas destaca la inactivación de enzimas, de la que ya se ha hablado
brevemente. Pero no sólo las proteínas son el blanco del ataque oxidativo, también los
lípidos y ácidos nucleicos son sensibles al mismo.
El proceso de deterioro de los lípidos debido al oxígeno o rancidificación se
conoce desde hace mucho tiempo, aunque su relevancia en sistemasbiológicos se determinó
más recientemente.
1.- Proceso de neroxídaelón
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A. Estructura de la membrana
Los principales componentes de las membranas biológicas son los lípidos y las
protemas. Los fosfolípidos de las membranas contienen gandes cantidades de ácidos grasos
poliinsaturados y esto les convierte en blancos perfectos del proceso de peroxidación. El
número de proteínas varía de unas membranas a otras, así como su localización, que puede
ser extrínseca, cuando están adosadas a la superficie de la membrana, o intrínseca, cuando
están fuertemente unidas a ella, parcial o totalmente incluidas o transmembranares. En
cualquier caso, el proceso de peroxidación lipidica será capaz de dañar tanto a los lipídos
como a las proteínas de la membrana.
B. Iniciación, propagación y terminación
Todo proceso de peroxidación de macromoléculas ocurre en tres etapas bien
definidas: iniciación, propagación y terminación. En el caso hasta ahora más estudiado y
quizá más importante desde el punto de vista de la toxicidad aguda, de la peroxidación
lipídica, ésta puede iniciarase con el ataque de una especie química, suficientemente
reactiva, que extraiga un átomo de hidrógeno unido a un carbono contiguo a un doble
enlace de un ácido graso poliinsaturado. Como ya hemos comentad¿, las membranas
celulares poseen grandes cantidades de ácidos grasos poliinsaturados,de ahí la importancia
de este proceso.
Tras la extracción del átomo de hidrógeno se genera un radical alquil y tiene
lugar una redistribución electrónica en la molécula para conseguir una mayor estabilidad
que conduce a la formación de un dieno conjugado, el cual reacciona rápidamente con el
oxigeno. El resultado es un radical peroxil (L’O0’). Este radical puede aceptar un
hidrógeno y dar lugar a un hidroperóxido lipídico (L’OOH):
INICIACION: LH — U
PROPAGACION: U +02 L-0O’
L-00 + LH ~. L-OOH + U
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Se pueden, por tanto, distinguir varias fases: una primera de “iniciación” en la que
tiene lugar la extracción monoelectrónica; una segunda fase de “propagación” en la que lo
que suele ocurrir es que el radical peroxil capta un hidrógeno de otro ácido graso
poliinsaturado adyacente continuando así la cadena de reacciones (Kappus, 1985). La
propagación explica el carácter de reacción en cadena de la peroxidación lipídica, mediante
el cual una sola iniciación puede dar lugar a daño en gran número de moléculas (Niki,
1987).
El proceso de peroxidación lipídica, una vez iniciado, es autocatalítico. Las
defensas antioxidantes se encargan de detenerlo, aunque incluso sin ellas existen reacciones
de “terminación”, como el establecimiento de puentescruzados por reacción entre radicales
contiguos, o la fragmentación del ácido graso en gran cantidad de productos.
TERMINACION: 1..’ + U L - L (establecimiento de un puente cruzado)
Esta última reacción podría en principio considerarse como “beneficiosa”
porque detiene el proceso, pero también puede perturbar la funcionalidad de la membrana
al dar lugar a la formación de puentes cruzados entre ácidos grasos contiguos.
En cuanto a qué especie es la encárgada de iniciar este proceso, no parece
haber acuerdo entre distintos autores. El radical superóxido es incapaz de iniciar la
peroxidación lipidica (Pee, 1981), pero es posible que su forma protonada (1102’) que
aparece a pHs inferiores al fisiológico pueda hacerlo (Bielski el aL, 1983).
El peróxido de hidrógeno pu se tampoco puede oxidar un ácido graso. Sin
embargo, en presencia de metales de transición es un agente dañino para las membranas
(Rubia y Parber, 1984).
Se ha sugerido que el oxigeno en estado singlete que se forma durante las
reacciones de degradación de la peroxidación de los lípidos podría contribuir a la reacción
en cadena iniciando de nuevo el proceso (Halliweil y Gutteridge. 1984), sin embargo no se
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tiene certeza de ello (HalliwelI, 1981).
Los metales de transición, posiblemente también el oxígeno en estado singlete
y el HO2’, puede que sean capaces de reaccionar con los hidroperóxidos lipidicos y a su
vez inicien la peroxidación de otras moléculas de ácidos grasos (Halliwell y Gutteridge,
1984).
La hipótesis clásica de la peroxidación lipidies considera al radical hidroxilo
como iniciador, pues si es capaz de extraer átomos de hidrógeno de una membrana lipidies.
En la actualidad se han propuesto otros posibles iniciadores entre los que destacan los
complejos de oxígeno y Fe como son el radical perferril Fe3~02 (Aust y Svingen, 1982),
aunque algunos autores mantienen que no es muy reactivo. El radical ferril p~oh podría
ser otro candidato (Halliwell y Gutteridge, 1984) al igual que complejos quelante - Fe3 +
o Fe2 + y oxígeno (Bucher el aL, 1983; Minotti y Aust, 1987a).
C. Importancia de los metales en la peroxidaclón Ilpidica
Las metales de transición, y especialmente el hierro, juegan un papel
fundamental en el proceso de peroxidación lipidies, aunque algunos aspectos no hayan sido
totalmente aclarados.
En primer lugar, los iones de Fe van a catalizar la formación del radical
hidroxilo a partir de otras especies como el peróxido de hidrógenoy el radical superóxido.
Pero además, en experimentos en los que el 11202 y el radical OH’ han sido eliminados,
continúa produciéndose peroxidación, lo que ha llevado a algunos autores a postular que
son el Fe2~ y el Fe3 + los responsables de la iniciación de la peroxidación (Minotti y Aust,
1987b) y sería elcociente Fe3~ :Fe2~ elque determinaría lavelocidad y la extensión de ésta
(BraugblerelaL, 1986). Esto explicaría también los resultados contradictorios muchasveces
obtenidos can quelantes de metales, que inhibirán o estimularán la peroxidación según sea
la relación quelante/metal.
Sin embargo, otra interpretación de esta falta de efecto de agentes quelantes
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del radical OH’ seria que la formación de éste se produce en Jugares específicos, en los
que habría iones de Fe unidos a la membrana y una vez formado reaccionaría casi
inmediatamente, sin dar lugar a ser eliminado por los agentes quelantes. Esta teoría del
daño en lugar-específico no se limita al caso de la peroxidación lipidica. A pesar de todo,
de lo que no hay duda es que la oxidación alternativa del Fe2~ y reducción del Fe3~
resultan necesarias para la iniciación del proceso de peroxidación lipídica en los sistemas
biológicos.
Además, los metales de transición desempeñan otro importante papel en el
proceso de peroxidación. Los hidroperóxidos lipidicos no son muy estables y se
descomponen en aldehídos y otros productos como alcanos, entre ellos etano y pentano,
que pueden ser detectados en el aire exhalado (Frank el aL, 1980). Esta descomposición
está catalizada por metales de transición, y complejos de éstos, como las sales de Fe y Cu
que la aceleran (Enesco el aL, 1989). Además de complejos de Fe sencillos, pueden
participar en la descomposición hemoproteínas, metahemoglobina, citocromo P4~<> y otros
citocromos y la proteína almacenadora de hierro, ferritina, si está totalmente cargada. Esta
situación no suele producirse En vivo, por lo cual, lo que haría la ferritina parcialmente
cargada es secuestrar parte de los iones hierro presentes en lá célula, impidiendo así que
catalicen la descomposición de hidroperóxidos:
LOOH+ Fe2~ L0’ + Fe3’~’ + HO’
L0OH+Fe3~ =*LOO’+Fe2~+H~
Un complejo de Fe reducido puede reaccionar con un hidroperóxido lipidico
dando lugar a un radical alcoxil y complejos Fe3~, al reaccionar con el hidroperóxido
lipidico generarán el radical peroxil. Tanto el radical alcoxil (LO’), como el radical peroxil
(LOO’), pueden estimular la reacción en cadena de la peroxidación lipidica extrayendo
más átomos de hidrógeno (HaJliwell y Gutteridge, 1989), aunque el radical alcoxil resulte
más efectivo por su mayor reactividad.
Introducción 33
D. Productos de la peroxidación
Durante la fase de propagación pueden ocurrir una serie de reacciones
complejas que determinan la fonación de compuestos cíclicos, endoperóxidos, los cuales
al descomponerse forman productos como el malondialdehido. Además, el radical alcoxil
se fragmenta dando lugar a una variedad de compuestos, aldehídos como el butanal,
hexanal, propanal o nonenales etc. Como resultado de la reacción de sales de Fe y Cu con
hidroperóxidos lipidicos se generan epóxidos, compuestos que contienen un grupo carbonio
y gases como etano y pentano. Muchos de estos compuestos con grupos carbonios son
aldehídos, entre los que destaca el malondialdehido (Esqema 1). El MDA es capaz de
reaccionar con distinto tipo de macromoléculas dando lugar a derivados, pero también es
cierto que se metaboliza generando una serie de aductos detectables en orina, hecho que
puede proporcionar un segundo método no invasivo para el estudio de la peroxidación del
organismo en su conjunto junto con el análisis de gasesexhalados como el pentano (Draper
y Hadley, 1990; Janero, 1990).
El proceso de peroxidación lipidica altera e incluso destruye las membranas
biológicas en las que tiene lugar; afecta tanto a la membrana plasmática celular como a las
membranas internas de los distintos orgánulos. Así por ejemplo, las membranas de las
mitocondrias se ven especialmente afectadas (ilustraciones 2a y 2b) por su alto porcentaje
de ácidos grasos poliinsaturados y por ser la mitocondria una de las principales fuentes de
radicales (Baija de Quiroga, 1981). La peroxidación lipidica provoca un aumento del orden
y viscosidad de las membranas, descensos en su resistencia eléctrica, facilita el intercambio
de fosfolípidos entre las dos monocapas y, al aumentar los entrecruzamientoscon proteínas,
disminuye la movilidad lateral y rotacional de las mismas (Richter, 1987). Como
consecuencia de la peroxidación se producen en las membranas alteraciones en su
ultraestructura que conducen a pérdida de la fluidez y cambios en la permeabilidad. Esto
se traduce en aumentos o descensos en el flujo en un sentido u otro de diversos
componentes extra o intracelulares, perdiéndose, por ejemplo, los gradientes iónicos y las
funciones secretoras (Southorn y Powis, 1988).



































Ilustración 2a. Mitocondrias en normoxia
flustracién 2b. Mitocondrias en hiperoxia
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hidrolíticas debido a la rotura de los lisosomas, con la consiguiente digestión celular. La lisis
celular también puede suceder si la membrana plasmática resulta seriamente dañada. La
peroxidación lipidica inactiva enzimas de membrana y receptores proteicos. Esta
inactivación puede deberse a la pérdida de la estructura de la membrana impidiendo los
cambios conformacionales necesarios para su funcionalidad. También puede producirse un
ataque directo de radicales, peróxidos lipidicos o productos de la degradación de éstos.
Algunas enzimas y otras proteínas alejadas de la zona donde tiene lugar la peroxidación
pueden ser destruidas por productos estables de ésta. Un ejemplo seria la reacción del
malondialdehído con proteínas, concretamente con el grupo amino de éstas, dando lugar
a entrecruzamientos, pero los resultados aún no son concluyentes. Lo mismo ocurre con
proteínas estructurales intra o extracelulares.
Los hidroperóxidos lipidicos y algunos de sus productos de degradación son
altamente citotóxicos. Si la peroxidación lipídica ocurre en regiones extensas de la
membrana celular, los productos de esta peroxidación pueden ser liberados en el espacio
extracelular, lo cual puede afectar a la permeabilidad vascular y a la quimiotaxis de los
leucocitos. Los peróxidos lipidicos además estimulan la síntesis de prostaglandinas y la
agregación de plaquetas (Del Maestro el aL, 1980).
El proceso de peroxidación lipídica parece implicado en el fenómeno de
envejecimiento, hipótesis apoyada por la acumulación de gránulos de lipofuscina en la
matriz celular durante el envejecimiento, así como de GSSG, productos TBA -positivos o
aumento de liberación de alcanos en dípteros viejos (Sohal, 1986) y a otro nivel parece
responsable del envejecimiento y pérdida de funcionalidad de los eritrocitos (Binsele elal.,
1987).
Los sistemas biológicos contienen cantidades significativas de “promotores de
peroxidación”. Parece lógico pensar que la peroxidación lipidica ocurre en las células
aerobias aún bajo tensiones de 02 atmosféricas, pero los peróxidos resultantes no se
acumularán a menos que los mecanismos protectores de la célula estén saturados por un
exceso de 02 o por la presencia de cantidades anormales de promotores. Así, se ha
comprobado que la exposición a elevadas concentraciones de 02 produce un incremento
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de peróxidos lipídicos. Otro problema causado por el proceso de peroxidación lipídica es
el consumo de grandes cantidades de 02. lo cual puede llevar a condiciones criticas en las
células. Además, la peroxidación provoca una disminución de los mecanismos de defensa
antioxidantes.
En general, la peroxidación es un proceso altamente destructivo, cuya
especificidad es bastante baja, destruyendo una gran variedad de biomoléculas, aunque
parte de los cambios observados podrían ser provocados únicamente porlos radicales libres
sin necesidad del ataque a los lípidos. Además de los lípidos de las membranas existen otras
moléculas con dobles enlaces susceptibles de ser peroxidadas. Entre ellas podemos citar el
retinol o vitamina A, algunos antibióticos que pierden su caracter antimicótico al ser
oxidados y sobre todo, por su reciente implicación en la formación de la placa
ateroesclerótica, las lipoproteínas de baja densidad (Steinbrecher el aL, 1990).
2.- ProteccIón contra la neroxidaclón linídica
A. Medlante organización estructural de los lípidos
Los ácidos grasos insaturados dispersos en disolventes orgánicos son
peroxidados fácilmente. Lo mismo ocurre con- los fosfolípidos en estructuras micelares
simples, cuya peroxidación es más rápida que cuando se encuentran formando parte de una
bicapa lipidica. Algunos autores piensan que ésto es debido a que los radicales peroxil son
más polares y tienden a moverse y situarse en la superficie de la bicapa, reduciendo de esta
manera la eficacia de la iniciación.
La presencia de colesterol en las membranas también modifica su
susceptibilidad a la peroxidación. Probablemente intercepte parte de los radicalespresentes
y afecte a la estructura interna de la membrana mediante la interacción de su gran anillo
hidrofóbico con las cadenas de los ácidos grasos.
Al avanzar la peroxidación, muchos de los productos que se generan (ej.
lisofosfolípidos) tienen actividad detergente y contribuyen a aumentar el deterioro de la
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membrana. La unión a la membrana de especies con carga positiva puede también alterar
el grado de peroxidación en uno u otro sentido según las condiciones.
Por último, los cambios en la composición lipidica de una membrana son
determinantes del grado de susceptibilidad a la peroxidación. La relación
fosfolipidos/colesterol, así como el tipo de fosfolípidos presentes y los ácidos grasos que
contienen, especialmente % insaturados/saturados, van a contribuir a la integridad
estructural de la membrana. Cualquier cambio en estas variables supondrá una variación
de la sensibilidad de la membrana al estrés oxidativo.
B. Antioxidantes
En este apartado vamos a incluir cualquier sustancia capaz de detener o
retardar la peroxidación lipidica. Mencionaremos brevemente los antioxidantes más
importantes relacionados con ésta, pero será en el apartado dedicado a las defensas
antioxidantes donde los describiremos con mayor profundidad.
Los antioxidantes pueden actuar a distintos niveles. Cabe incluir aquí
-mecanismos que reduzcan la concentración dc 02, que eliminen los radicales responsables
de la iniciación antes de que se produzca, agentes quelantes de iones metálicos, aminas
aromáticas o fenoles capaces de eliminar radicales como elperoxil y alco4 impidiendo de
esta manera la propagación, etc. Los agruparemos en dos grandescategorias, antioxidantes
preventivos y antioxidantes que interrumpen la cadena de reacciones (Niki, 1987).
- VItamina E
La vitamina E o mejor, la familia de los tocoferoles, desempeñan un importante
papel antioxidante. Se conocen cuatro tocoferoles de los cuales el «-tocoferol es el más
- - importante en sistemas biológicos, aunque los otros también tienen cierta actividad
antioxidante (Miyazawa e: aL, 1990).
La vitamina E tiende a concentrarse en el interior de las membranas debido
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a su carácter hidrofóbico. También se encuentra en las lipoproteínas sanguíneas y en las
glándulas adrenales. Esta situación le permite un fácil acceso a los hidroperóxidos lipídicos
formados.
Glutatlón peroxldasa
Durante mucho tiempo no ha habido acuerdo entre distintos autores sobre su
papel. A pesar de la acumulación de datos que ponían de manifiesto la importante función
protectora desempeñada por esta enzima no estaba demasiado claro el mecanismo, ya que
se trataba de una enzima citosólica. La glutatión peroxidasa es una enzima dependiente de
Se que se localiza fundamentalmente en el citosol y también en la mitocondria. Existe
además otra actividad glutatión peroxidasa no dependiente de Se que parece ser debida a
algunas enzimas glutatión transferasas.Ambas soncapaces de descomponer hidroperóxidos
in vitro, pero debido a su localización se desconocía cómo podían llevar a cabo esta función
para descomponer los hidroperóxidos lipidicos de la membrana.
Se ha propuesto la existencia de un factor citosólico dependiente de glutatión
que -seria’ capaz de actuar en la interfase citosol-membrana. Otros autores mantienen que
la fosfolipasa A2 ligada a la membrana, y activada por el proceso de peroxidación, sería la
encargada de liberar los ácidos grasos peroxidados dejándolos accesibles a la ac~ión de las
glutatión peroxidasas (VanKuijk elaL, 1987). A ésto contribuiría la mayor polaridad de los
hidroperóxidos que tienden a moverse hacia la superficie de la membrana, además del
“turnove? normal de los lípidos de la membrana que los irá liberando. Por último, ha sido
aislada por el grupo de Ursini y recientemente determinado el 75% de su secuencia, una
enzima Se dependiente distinta dc la citosólica que si actuarla directamente sobre los
hidroperóxidos de la membrana (Schuckelt e: aL, i99i>. También se ha encontrado en el
núcleo una glutatión transferasa con actividad contra los hidroperóxidos lipidicos (Ketterer
y Meyer, 1989). En cualquier caso lo que sí está claro es que la eliminación del 11202 por
parte de la glutatión peroxidasa Se dependiente contribuye a disminuir la formación del
radical 0W.
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V. DAÑO AL DNA Y PROTEíNAS
1.- Daño oxidatívo y DNA
Durante muchos años los estudios sobre daño oxidativo se han centrado casi
exclusivamente en los lípidos. Hoy se piensa que quizá ha sido un error exagerar la
importancia de éstos como blanco principal delataque oxidativo, y aunque se siga creyendo
que el efecto agudo de la toxicidad del oxígeno se lleva a cabo vía lípidos, a largo píazo el
daño a proteínas y ácidos nucleicos es fundamental, de ahí la reciente proliferación de
trabajos sobre este nuevo aspecto (Ames el aL, 1982; Davies el aL, 1987b; Floyd, 1990).
- Todos los componentes celulares son sensibles al ataque oxidativo; proteínas,
lípidos, ácidos nucleicos e hidratos de carbono sufren modificaciones y los productos de la
peroxidación se irán acumulando. La importancia de estos procesos dependerá del carácter
cualitativo del daño y de la mayor o menor dificultad de reparación del mismo.
Hace ya una década se sugirió que los radicales hidroxilo, superóxido y el
oxígeno en estado singlete, así como los productos de la peroxidación y descomposición de
los lípidos podían causar alteraciones en el DNA (Ames elaL, 1982). Hoy sigue sin haber
un acuerdo total sobre quién es el principal responsable del daño oxidativo sobre el DNA.
Algunos autores mantienen que el oxígeno en estado singlete, radicales fermIo
o el peróxido de hidrógeno son capaces de ello, pero la mayoría coincide en señalar al
radical hidroxilo como causa directa, aunque a vecesmedie en la acción de especiescapaces
de difundir, como es el caso del peróxido de hidrógeno, <Dizdaroglu el aL, 1991) y por ello
la presencia de metales de transición resulte imprescindible (Aruoma el aL, 1989; Halliwell
y Aruoma, 1991). Por otro lado, parece cada vez más clara la relación entre peroxidación
lipídica y daño al DNA. Productos resultado de la peroxidación lipidica, así como radicales
generados en el curso de la misma son capaces de dañar no sólo al DNA, sino también a
proteínas nucleares (Fraga y Tappel, 1988; Vaca y Hannsdtingdahl, 1989). Además, el
estrés oxidativo es capaz de activar enzimas con actividad nucleasa y, así por ejemplo, se
habla de que éste incrementarla las concentraciones de Ca2 + libre intracelular lo que
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activaría unas endonucleasas dependientes de Ca2+ (Halliwdll y Aruoma, 1991).
De los principalescomponentes del DNA, las pirimidinas son las más sensibles
al ataque oxidativo, pero también purinas y azúcares pueden resultar dañados, así como
proteínas histonas y no histonas. Los radicales provocan cambios de bases, roturas en las
cadenas deDNA, degradación de la desoxirribosa, aberraciones cromosómicas, etc.; si esto
sucede b vivo, la célula pondrá en juego los mecanismos reparadores correspondientes,
aumentando con ello el riesgo de mutagénesis. Muchas de estas alteraciones pueden
impedir la replicación del DNA, obstruir la transcripción y reducir la síntesis de proteínas
(Saul el aL, 1987). Además, el ataque de radicales como el hidroxilo, puede dar lugar a La
formación de puentes cruzados entre ácidos nucleicos y entre éstos y proteínas (Dizdaroglu
y éajewski, 1989).
La mejor prueba de que el ataque oxidativo sobre el DNA tiene lugar in vivo,
es la existencia de enzimas encargadas de reparar eldaño causadopor los radicales (Ames,
1989) y sobre todo la aparición de productos de oxidación del DNA (Kasai y Nishimura,
1984). El desarrollo de un método de HIPLC para la determinación de la 8-hidroxiguanina
primero (Floyd el aL, 1986) y. el descubrimiento de la aparición en la orina de estos
- productos para determinar el daño sobre el DNA (Ames, 1989; Fraga el aL, 1990) después,
haa conducido al desarrollo de este campo. Se trata dc productos del ataque oxidativo a
bases de los ácidos nucleicos como la 8-hidroxi.-2’-deoxiguanosina, el 5-hidroxiuracio o la
timina-gIicol, pero existen más de una veintena de aductos descritos en tejidos y orín de
varias especies. El mejor método para su medida es la espectrometría de masas acoplada
a un cromatógrafo de gases, pero su difícil disponibilidad en muchos laboratorios hace
necesaria la adopción de técnicasde HPLC, cuyos problemas técnicos con muestras in vivo
aún no han sido claramente resueltos. Se ha calculado que en humanos se producen como
media 10.000 impactos de daño oxidativo por célula y día (Fraga el aL, 1990), cantidad
cientos de miles de veces superior a la causada por la radiación natural de fondo, lo que
pone de manifiesto la importancia de los radicales libres de origen endógeno como
causantes potenciales de muchas alteraciones de la función celular.
Los radicales libres derivados del oxígeno han sido implicados en elproceso de
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carcinogénesis por diversos autores (Masoti elaL, 1988). Su papel dual provocando roturas
en las cadenas de DNA y dando lugar a la formación de aductos resulta básico; éstos
últimos son responsables en muchos casos de la disminución en la fidelidad de replicación
del DNA (Floyd, 1990). Así, se ha comprobado que la 8-hidroxiguanina es un marcador
muy útil para el seguimiento del daño al DNA en estudios de carcinogénesis (Ames, 1991).
En células tumorales se han detectado alteraciones en la actividad de enzimas implicadas
en el control de los niveles de especies activas de O~. Así,: los niveles de enzimas como la
catalasa, superóxido dismutasa o glutatión peroxidasa se ven modificados en muchas células
tumorales. También se sabe que compuestos como el TNF (factor de necrosis tumoral)
provocanla inducción de enzimas como la superóxido dismutasa (Del Maestro elaL, 1992).
Por otro lado, sustancias relacionadas con los mecanismos de protección frente a la
toxicidad del 02 (ácido ascórbico, vitamina E, ~-carotenos ...) actúan como agentes
anticarcinogénicos (Ames el aL, 1982).
Estas alteraciones celulares pueden observarse en los organismos aerobios
expuestos a elevadas tensionesde 02. Sin embargo, los radicales libres seproducen también
en los organismos sometidos a presiones de 02 normales, aunque en cantidades inferiores
a las de hiperoxia. Los mecanismos de defensa que posee la célula son, en este caso,
eficaces para evitar los daños que pueden ocasionar. Pero existela posibilidad de que parte
de estas especies activas no sean neutralizadas por los mecanismos de defensay de ahíque
ciertas manifestaciones del proceso de envejecimiento y patologías relacionadas sean el -
resultado de una exposición crónica a tensiones de 02 normales para el organismo (Fraga
elaL, 1990).
2.- Daño oxidatívo y oroteinas
Las proteínas son otro de los componentes celulares vulnerables al ataque
oxidativo. Al igual que ha ocurrido con el DNA, los trabajos sobre este aspecto del daño
oxidativo se han llevado a cabo recientemente.
En este campo hay que destacar la labor realizada por el grupo de Kelvin
Davies en California. Tras observar cómo células sometidas a estrés oxidativo sufrían un
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proceso de proteolisis, se propusieron averiguar si ello era debido a la activación de
enzimas proteolíticas latentes o si lo que ocurría era que aumentaba la susceptibilidad a la
proteolisis en las proteínas oxidadas. Con este objetivo iniciaron un estudio profundo de
los efectos del ataque oxidativo sobre proteínas.
Comprobaron cómo los radicales de oxígeno son capaces de producir grandes
modificaciones en las proteínas. Observaron disminuciones de la fluorescencia nativa debido
a la destrucción del triptófano y la tirosina, cambios en los puntos isoeléctricos por
modificaciones de carga, aumentos de pesomolecular debido a la formación de asociaciones
intermoleculares covalentes o hidrofóbicas, o descensos del peso molecular por
fragmentación de los péptidos, etc.
Analizando por separado el efecto de distintos radicales, hoy se piensa en el
radical hidroxilo como principal responsable del daño. Dicho radical es capaz de producir
agregados covalentes aunque rara vez da lugar a productos de fragmentación; también
provoca cambios en la carga eléctrica neta, pérdida del triptófano y producción de
bitirosina. Resultados similares se obtienen al combinar el radical hidroxilo con radical
superóxido y oxígeno, aunque en este caso no suele - producirse agregación y si
fragmentación. El radical superóxido por si solano es capaz de provocar ninguno de estos
efectos, por lo que el radical hidroxilo es la especie iniciadora en todos los casos; el oxígeno
y el radical superóxido, lo que harían es modificar el daño causado por éste (Davies, 1987).
En cuanto al 11202 pr se no parece capaz de provocar modificaciones y necesitaría la
presencia de metales de transición (Davies. 1986).
Todos los aminoácidos de una proteína son susceptibles de modificación por
el ataque del hidroxilo o su combinación con otros radicales, mientras que el radical
superóxido sólo escapaz de reducirresiduos de cistina. Entre los aminoácidos más sensibles
se encuentran triptófano, histidina y cisteina, además de la tirosina formada por reacción
del 0H con fenilalanina. Las modificaciones de la estructura primaria se inician por el
ataque del hidroxilo, que al reaccionar con residuos de ciertos aminoácidos puede dar lugar
a otros radicales. El oxígeno y el radical superóxido pueden transformar los productos de
la reacción del hidroxilo, aumentando el daño como en el caso de la pérdida de triptófano
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o disminuyéndolo, como ocurre con la prevención de la formación de bitirosina por parte
del superóxido. Las modificaciones oxidativas en la estructura primaria de las proteínas son
responsables de las alteraciones en la estructura secundaria y terciaria (Davies el aL, 1987a).
La exposición al radical hidroxilo provoca desnaturalización y un aumento del
grado de hidrofobicidad seguidos de un proceso de agregación covalente. Este aumento de
entrecruzamientos entre moléculas de proteínas dando lugar a dímeros, trímeros,
tetrámeros, etc., se explica por la formación de bitirosinas intermoleculares aunque,
esencialmente, cualquier radical aminoácido de la cadena polipeptidica puede formar un
- puente con otro en otra molécula de proteína. En el caso de la fragmentación también se
produce una desnaturalizacióny aumento de hidrofobicidad previos. La fragmentación tiene
lugar por la abstracción de un hidrógeno de un carbono « de un aminoácido, más que por
rotura del enlace peptídico. Tras la adición de oxígeno se forma un radical peroxil que
reaccionará para dar lugar a peróxidos. La descomposición de éstos es responsable de la
escisión de la cadena polipeptídica. Los fragmentos resultantes pueden formar
conglomerados que se mantienen unidos por fuerzas no covalentes (Davies y Delsignore,
1987).
Tanto en el caso de la fragmentación, como en el de la agregación, se produce
una desnaturalización previa y un aumento de hidrofobicidad. Esta desnaturalización
implica un desdoblamiento que dejará más accesibles muchos enlaces peptídicos y que
explicarla la mayor susceptibilidad a la proteolisis de estas proteínas modificadas por
oxidación. Sólo en casos de estrés oxidativo extremo, en los que la formación de puentes
cruzados es elevada, no se produce este incremento dc - susceptibilidad a la proteolisis
característico, debido a que los enlaces covalentes que se forman son resistentes a la
proteolisis y las moléculas - del interior de los agregados seran menos accesibles. Los
fragmentos o las proteínas desnaturalizadas resultan ser sustratos inmejorables para la
-proteolisis e incluso se ha llegado a sugerir que el daño oxidativo podría ser un mecanismo
para marcar y controlar la degradación de determinadas proteínas, siendo elsimple proceso
de desnaturalización la señal para la degradación de proteínas oxidadas (Davies el aL,
1987b).
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Tanto la formación de entrecruzamientos tras la oxidación de proteínas, como
la susceptibilidad a la proteolisis, van a estar directamente implicadas en fenómenos como
el desarrollo, con la edad, de cataratas en el ojo (Taylor y Davies, 1987) y, sobre todo, por
su importancia como marcador de envejecimiento, en la aparición de gránulos de
lipofuscina. Estos son acúmulos de lípidos, ácidos nucleicos y proteínas con abundantes
entrecruzamientos.
- En cuanto a la procedencia del daño oxidativo, además de las fuentes de
radicales ya mencionadas, hay que destacar el hecho de que la glucosa al autooxidarse
produce radicales. Por esta razón, algunos autores atribuyen parte de las alteraciones que
se producen en enfermedades como la diabetes mellEu,, cataratas, ateroesclerosis, síntomas
relacionados con la edad, etc., al daño oxidativo y no únicamente a la glicosilación de
proteínas y consiguiente formación de productos Amadori (Hunt el aL, 1988; Van Boekel,
1991). Por otro lado, algunos autores proponen distintos sistemas de oxidasas de función
mixta (MFO) como responsables de la oxidación de proteínas (Stadtman, 1988).
VI. DEFENSAS ANTIOXIDANTES EN SISTEMAS BIOLOGICOS
Las células aerobias disponen de una serie de mecanismos que les permiten
viviren una atmósfera con oxígeno, ya que continuamente generan cantidades pequeñas,
pero significativas, de radicales de oxígeno. Existen varias posibles clasificaciones de estas
defensas antioxidantes. Una de &las las divide en dos grupos: sistemasde defensa primarios
y secundarios.
En el primer grupo sc incluyen aquellos sistemas encargados de prevenir la
peroxidación lipidica y otros tipos de daño oxidativo. Entre ellos se encuentran proteínas
como la transferrmna o la ferritina que, al secuestrar iones Fe, impiden que tenga lugar la
reacción de Haber-Weiss catalizada, la iniciación de la peroxidación o la descomposición
de los hidroperóxidos lipidicos. La ceruloplasmina es posiblemente un sistema de defensa
extracelular. Además, pertenecen a este grupo enzimas como la superóxido dismutasa
(SOD) o la catalasa (CAT), encargadas de eliminar los radicales superóxido y el peróxido
de hidrógeno respectivamente y la glutatión peroxidasa (Oh), que contribuye también a
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eliminar el H202. Se incluyen aquí compuestos como los ~-carotenos capaces de eliminar
el 02 en estado singlete, el ácido ascórbico y el glutatión.
Los sistemas de defensa secundarios constituyen ese segundo grupo. Son
sistemas más específicos que tienden a detener la peroxidación lipidica una vez que ya se
ha iniciado. Entre ellos se encuentra la vitamina E, que comprende cuatro derivados
diferentes de los cuales el «-tocoferol es el más importante. También en este grupo se sitúa
la glutatión peroxidasa, que es capaz de reducir los hidroperóxidoslipidicos (Kappus, 1985).
Otras veces, estos mecanismosde defensase clasifican en sistemas antioxidantes
enzimáticos y no enzimáticos, y según trabajen en la fracción soluble o en la lipidica.
1.- MecanIsmos enzinialtícos
De los tres tipos principales de especies de 02 a~vo, o H202 yOH•,~lo
existen enzimas detoxificadoras para los dos primeros. Sin embargo, eliminando esas dos
especies se limita la formación ~leldañino radical hidroxilo.
A. Superóxldo disniutasas (SOD)
La superóxido dismutasa (EC.1.15.1.1) fue descrita por primera vez por
McCord y Fridovich en 1969. Ellos establecieron la existencia de una actividad enzimática
capaz de catalizar la reacción de dismutación de los radicales superóxido:
• o + 2H~ ~O2 +
La presencia de esta enzima en casi todos los organismos aerobios y su ausencia en
muchos anaerobios indica su importancia en los mecanismos de defensa frente al efecto
tóxico del oxígeno.
Se han encontrado tres tipos de superóxido dismutasa (SOD). Todas ellas catalizan
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la misma reacción y operan con un mecanismo idéntico, pero se diferencian en el metal
presente en su centro activo.
La SOD con cobre y zinc se localiza en el citosol de las células eucariotas y
algún procariota. Consta de dossubunidades idénticas, estando cada una de ellas está unida
a un átomo de cobre y otro de zinc. De estos dos metales sólo requiere el cobre para su
actividad catalítica, siendo el zinc puramente estructural. Tiene un peso molecular bajo
(3OkDa) y se inhibe en presencia de cianuro y dietilditiocarbamato (DDC). El DDC se une
al Cu en el sitio activo y elimina el metal de la enzima. El grupo de Marklund (Karlsson
y Marklund, 1988) ha descrito otra Cu-Zn-SOD dimérica, presente en el líquido
extracelular, -que podría ser de especial relevancia en el control de las reacciones
inflamatorias.
La SOD unida a manganeso está presente en células cucariotas y procariotas.
En las primeras se localiza en la matriz mitocondrial y es un tetrámero. En procariotas se
encuentra en forma de monómero, dímero, trímero o tetrámero. Las secuencias de
aminoácidos de todas las Mn-SOD, independientemente de que sean de animales, plantas
o bacterias, son muy similares y distintas de las de las Cu-Zn-SOD, lo que estaría de
acuerdo con la teoría endosimbionte para el origen de la mitocondria. El peso molecular
de esta SOD es mayor (80 ma) y en este caso es el átomo de Mn el que realiza la
dismutación.
La SOD unida a hierro se encuentra casiexclusivamente en procariotas y algas.
Presenta similitudes considerables con la Mn-SOD, tanto en el número y peso molecular
de sus subunidades, como en la secuencia de aminoácidos (Halliwell y Ciutteridge, 1989).
La función fisiológica de la SOD está en relación con la toxicidad de su sustrato. La
ausencia de esta actividad enzimática implica un aumento de los niveles de .0, con los
consiguientes perjuicios para la célula.
Se ha comprobado la existencia de una correlación positiva entre los niveles de
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actividad SOD y la tolerancia a la hiperoxia tanto en bacterias como en organismos
superiores. Así, se ha observado un incremento de la actividad SOD cuando se someten a
atmósferas hiperóxicas. En la rata se detecta un incremento de la SOD del pulmón cuando
se mantiene a los animales en una atmósfera con un 85% de ~2 durante siete días.
Posteriormente estas ratas muestran una mayor tolerancia a un nivel de 100% de
(Crapo y Tierney, 1974). En ratas recién nacidas la exposición a 02 al 95-100% provoca una
rápida inducción de la SOD del pulmón. Todos estos datos confirman la participación de
la SOD en los mecanismos de defensa antioxidantes y su relación con la tolerancia a la
hiperoxia.
B. Catalasa (CAT)
La catalasa (EC. 1.11.1.6), cuya existencia es conocida desde hace mucho
tiempo, es una de las enzimas implicadas en la eliminación del peróxido de hidrógeno en
los organismos aerobios, aunqueexisten ciertos anaerobios estrictos que también la poseen.
Ha sido aislada y purificada en gran número de tejidos tanto animales como vegetales y
también en bacterias. La catalasa puede catalizar dos tipos de reacciones:
catalática: H202 + H202 2 1120 + 02 (1)
peroxidativa: H202 + AH2 2 H20 + A (2)
La primera reacción, denominada catalática (1), es una óxido-reducción
bielectrónica en la que a partir de dos moléculas de peróxido de hidrógeno (dismutación)
se forman una de oxígeno y dos de agua. La segunda se denomina reacción peroxidativa
y en ella la enzima, trabajando como una peroxidasa, puede utilizar como sustrato el 11202,
pero además requiere otra molécula diferente donadora de electrones (2). El tipo de
sustrato donador de electrones (AH) no es especifico, por lo que su naturaleza química
en la reacción peroxidativa es diversa y puede - incluir compuestos fenólicos, alcoholes,
nitritos, ácido fórmico y aminas primarias.
En ambas reacciones se ha producido la reducción del peróxido de hidrógeno
hasta agua. Sin embargo, las constantes de velocidad indican un predominio de la reacción
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catalática sobre la peroxidativa. La Vm~ de la descomposición de H202 por parte de la
catalasa es muy grande cuando las concentraciones de peróxido de hidrógeno son elevadas.
Por el contrario, a bajas concentraciones es poco efectiva al poseer una KM muy alta y, por
tanto, una baja afinidad por el 11202. Por ello, difícilmente se alcanza la saturación pues,
además, altas concentraciones de 11202 provocan la inactivaciónde la enzima (Aebi, 1974).
En ambos tipos de reacciones (1) y (2) se forma un complejo primario
denominado compuesto 1 entre el peróxido de hidrógeno y el Fe del grupo prostético hemo:
catalasa - Fe
3 + H
202 compuesto 1 + H20
Para que se produzca la reacción catalética, una segunda molécula de peróxido
de hidrógeno debe interaccionar con el compuesto 1, formándose entonces un compuesto
ternario del cual se liberará una molécula de agua y otra de oxígeno:
compuesto 1 + 11202 catalasa - Fe
3 + 1120 + 02
Un resto de histidina, distal al Fe del grupo hemo, interviene en esta
interaccilin orientando correctamente a la molécula de 11202. El 3-amino-1,2,4-triazol se
une al compuesto 1, precisamente por este resto de histidina, inhibiendo así
irreversiblemente a la catalasa.
En la reacción peroxidativa, el compuesto 1 interacciona con una molécula
donadora de electrones distinta al 11202:
compuesto 1 + AH
2 — catalasa - Fe
3 + H
202 + A
La descomposición del peróxido de hidrógeno por la reacción catalática
predomina cuando la concentración de ese compuesto es alta. Si los niveles de 11202 son
bajos y además existe una concentración de la molécula donadora (AH~) suficiente, se
favorecerá la reacción peroxidativa (Chance el al, 1979).
Introducción 51
La catalasa es un tetrámero con cuatro grupos hemoy tiene un peso molecular
que oscila entre 210.000 y 280.000 daltons. En las células suele estar asociada a los
peroxisomas, aunque se ha indicado su presencia también en el citosol (Rocís y Geerts,
1982), pero podría tratarse de una forma vieja de la enzima. Algunos trabajos han
demostrado por inmunolocalización al microscopio electrónico que, aunque en la rata la
CAT se limita al interior del peroxisoma, en el cobaya está presente en grandes cantidades
en el citoplasma. Estudios menos precisos por fraccionamiento celular mediante
centrifugación sugieren lo mismo para Rana ¡essonae. La catalasa se encarga de eliminar
el peróxido de hidrógenogenerado en los peroxisomas. No obstante, parte del 11202 puede
salir al citosol puesto que la membrana de los peroxisomas no es una barrera eficaz que
evite su difusión. Del mismo modo, el 11202 producido en el citosol puede también entrar
al peroxisoma y ser afll degradado por la catalasa. Este 11~02, así como el procedente de
otros orgánulos como mitocondrias y retículo endoplásmico y el del propio citoplasma, es
eliminado por la acción de la glutatión peroxidasa localizada en el citosol y en las
mitocondrias, aunque en algunas especies se ha demostrado también la - existencia de
catalasa en el citosol.
El papel protector de la catalasa frente al ataque oxidativo se pone de
manifiesto en situaciones como la hiperoxia, en la que se produce mayor cantidad de H202
(Yusa el aL, 1987) y que suele asociarse con inducciones adaptativas de la actividad CAT
(Frank el al, 1980; Baija de Quiroga cí aL, 1988); estos incrementos consiguen aumentar
la tolerancia de los organismos a la hiperoxia. En este sentido se han realizado interesantes
experiencias con inyecciones intravenosas de SOD y CAT incluidas en liposomas,
consiguiendo así aumentar la supervivencia de animales expuestos a hiperoxia (Turrens e:
aL, 1984).
El aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol) inhibe la actividad catalasa ¡pi vivo de
forma irreversible. Para ello es necesaria la presencia de H202, pues el AT reacciona con
el compuesto 1, formando un complejo covalente inactivo con la enzima.
AT
Catalasa + H202 Compuesto 1 ~ Catalasa inactiva
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El aminotriazol se sabe que modifica la histidina 74 de la apoproteina de la catalasa.
Este aminoácido resulta fundamental para la posterior entrada de otra molécula de
de ahí la inactivación de la enzima (DeMaster elaL, 1986). Este es el mecanismo de acción
del AT comúnmente aceptado, aunque se habla de la posibilidad de un mecanismo
indirecto del ATa través de un hipotético factor citosólico (Williams el aL, 1985). Existen
compuestos como el etanol que impiden la inactivación de la catalasa por parte delAT. El
etanol reduce rápidamente al compuesto 1 compitiendo con la reacción del AT con dicho
compuesto 1 (Yusa el aL, 1987). Lo mismo sucede con otro inhibidor como la 3-3’-
diaminobenzidina, que protege a la catalasa de la inactivación irreversible por AT
uniéndose al compuesto 1 (Darr y Fridovich, 1985). La necesidad de la presencia de H202
para que se dé la inactivación, permite llevar a cabo el que quizás sea el único método
seguro y disponible actualmentepara una cuantificación delperóxido de hidrógeno presente
in vivo en condiciones normales, de manera indirecta, a través del estudio de la tasa de
inhibición de esta enzima por AT. Así por ejemplo, el hecho de que la cataiasa de
eritrocitos de rata no resulte normalmente inhibida por AT se relaciona con la relativa
ausencia de H202 en dichas células.
C. Glutallón peroxldasas (GPX)
En la célula existe un conjunto de enzimas que eliminan 11202 por la vía
peroxidativa. Estas peroxidasas se diferencian de la catalasa en que usan donadores de
electrones específicos. -
La glutatión peroxidasa (EC. 1.11.1.9) se incluye dentro de este grupo de
enzimas y es la de mayor poder protector. Esta enzimajuntocon la glutatión reductasa, que
se encarga de regenerar el GSH a partir del GSSG, juegan un papel primordial en el
metabolismo del peróxido de hidrógeno en las células animales.
La descomposición del H202 se realiza según la siguiente reacción:
AH2 + H202 A + 2 H20
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El AH2 es un sustrato que se oxida en el proceso. La glutatión peroxidasa es




La enzima es específica para el glutatión, pero no ocurre lo mismo con el
peróxido. De esta forma la QPx puede catalizar la descomposición de sustancias citotóxicas
como el 11202 y los hidroperóxidos orgánicos. Los datos parecen indicar una importante
función de la enzima en ambos procesos (Halliwell, 1981).
La glutatión peroxidasa se encuentra en todos los vertebrados. Las plantas.
microorganismos y algunos invertebrados, entre ellos los insectos y los oligoquetos, no
presentan actividad QPx, pero suelen tener otras peroxidasas (Smith y Shrift, 1919). Se trata
de un tetrámero (7ákDa) con cuatro átomos de selenio por molécula de enzima, unidos
covalentemente en forma de selenio-cisteina (Flohé, 1982). Su localización es
fundamentalmente citosólica, aunque también hay actividad en mitocondrias. En tejidos de
mamífero, además de la glutatión peroxidasa que contiene selenio (Se dependiente), existe
una segunda forma dimérica que no lo posee, con un peso molecular menor. Ambaspueden
utilizar como sustrato peróxidos orgánicos, pero la no Se dependiente no puede
descomponer el 11202 (Lawrence y Burk, 1976). La glutatión peroxidasa sin selenio
corresponde a una actividad exhibida por varias glutación rransferasas. De ésto se deduce
la importancia del selenio, que además de ser fundamental para la actividad de la enzima
(BeIl el aL, 1986). parece implicado en el control de su síntesis (Takihashi el aL, 1986).
La GPx trabaja en la fracción soluble de la célula (citosol y matriz
mitocondrial); no es capaz de entrar en la membrana, por lo que en ocasiones se ha puesto
en duda su capacidad para eliminar los hidroperóxidos lipídicos. Pero se habla de una QN
citosólica que trabajaría en la interfase citosol-membrana, el liamado factor citosólico.
Además, el grupo de Ursini ha aislado una QN Se dependiente distinta de la citosélica,
que si actuaría sobre los hidroperóxidos de la membrana (Van Kuijk el aL, 1987).
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La eliminacióndel peróxido de hidrógeno es un factor importante en la defensa
frente a la toxicidad del 02, pues además de que el H202 sea tóxico perse, de esta forma
disminuye el grado de generación de un radical altamente reactivo como es el OH’ y para
el que no existe ninguna enzima encargada de su neutralización en la célula. La glutatión
peroxidasa tiene una KM y una Vmn por el 11202 bajas, lo que las hace idóneas para
eliminar concentraciones pequeñas de H202.
Al igual que ocurre con otras enzimas antioxidantes, se han observado rápidas
inducciones de la actividad glutatión peroxidasa acompañadas de incrementos de SOD y
CALT en estudios de tolerancia a la hiperoxia con ratas recién nacidas (Stevens y Autor,
1980). En esta misma llnea se encuentran los trabajos de Frank el aL (1980), que
observaron cómo el pretratamiento de ratas adultas con endotoxina bacteriana tenía un
efecto protector frente a la exposición a hiperoxia. Esta acción protectora era debida a que
el tratamiento provocaba un aumento de las actividades SOD, CAT y GPx en el pulmón
de estas ratas.
D. Glutatión Reductasas (GR)
La enzima glutatión reductasa (EC.1.6.4.2) se encarga de reducir el glutatión
oxidado (0550) a su forma reducida (0511), manteniendo de esta manera unos niveles
0511/0550 altos en las células. Su papel antioxidante es realmente indirecto y lo ejerce
a través de los niveles de 0511 que, como veremos más adelante, resultan esenciales para
la célula. Puesto que el “pool” de OS!! es limitado y la elevación de la tasa 0550/0511 es
altamente tóxica para la célula, esta enzima es de vital importancia para el funcionamiento
de la eliminación de 11202 por la vía de la Oh, así como para la reconstitución del OSH
oxidado no enzimáticamente.
0550 + NADPH-s..205H + NADP~
La GR es también capaz de catalizar la reducción de ciertos disulfuros mixtos,
como por ejemplo entre el 0511 y el coenzima A. El NADPH que requiere la GR como
fuente de equivalentes de reducción, es aportado en la mayor parte de los tejidos animales
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por la ruta metabólica conocida como vía de las pentosas. Por esta razón, se considera
muchas veces a las enzimas de esta vía de las pentosas, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa
y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (productoras citosólicas de NADPH), como una segunda
línea de defensa antioxidante.
La glutatión reductasa consta de dos subunidades de 50 kDa cada una, con la
flavina FA]) unida a su sitio activo y que es esencial para su funcionamiento pues actúa
como coenzmia. Aparentemente, lo que ocurre es que el NADPH reduce al FA]), que pasa
sus electrones a un puente disulfuro entre dos residuos de cisteina de la proteína. Los dos
grupos -511 formados reaccionan posteriormente con el 0550, reduciéndolo. Se obtienen
de esta forma dos moléculas de OS!! y se restaura el puente disulfuro de la proteína. Cada
subunidad consta, por tanto, de tres dominios: uno de unión a FA]), otro de unión a
NADPH - y un dominio intermedio. Esta enzima está presente en el citosol y en las
mitocondrias (Halliwell y Outteridge, 1989).
E. Otras peroxldasas
Además de las glutatión peroxidasas existen otras muchas peroxidasas,
presentés en organismos como las bacterias que carecen de las primeras. Entre ellas
podemos citar la citocromo peroxidasa que se localiza en levaduras, entre la membrana
interna y externa de la mitocondria y en algunas bacterias, la NAD!! peroxidasa que
aparece en varias bacterias, la ascorbato peroxidasa de los cloroplastos de plantas
superiores y de algunas algas verdes. Varias peroxidasas no específicas en plantas y
bacterias son capaces de utilizar sustratos muy diversos. También se ha aislado alguna en
tejidos animales como, por ejemplo la lactoperoxidasa encontrada en leche y saliva, la
mieloperoxidasa de células fagocíticas, la peroxidasa tiroidea de la glándula tiroides, o la
peroxidasa uterina. Quizá la más estudiada de todas estas peroxidasas no especificas sea
la peroxidasa de rábano.
2.- MecanIsmos no enziméticos
Existe un número creciente de sustancias de las que se describe una capacidad
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antioxidante y que están presentes en el organismo. Sin embargo, en muchos casos las
concentraciones necesarias para que esta actividad se muestre no se ajustan a las presentes
en los tejidos o la función antioxidante se ha demostrado itt vilro pero no frs vivo. Por ello
nos centraremos en los antioxidantes de bajo peso molecular cuya actividad frs vivo está
mejor establecida. Desde el punto de vista de la peroxidación lipidica de las membranas
conviene distinguir a los antioxidantes hidrosolubles (sin accesibilidad a regiones profundas
de la membrana), de los liposolubles.
£ Hidrosolubles
- Glutatlón
El glutatión es un compuesto tiólico de bajo peso molecular y amplia
distribución en los sistemas biológicos. En las células aerobias este tripéptido (y-glutamil-
cisteinil-glicina), que se encuentra en concentraciones milimolares, protegefrente al ataque
oxidativo. Su actividad antioxidante se debe a la capacidad reductora del grupo tiol de su
cisteína. Puede actuar como antioxidante en reacciones enzimáticas (como la de la OP~c)
o no enzimáticas. En los tejidos el glutatión se mantiene bajo su forma reducida,
constituyendo la fuente más importante de poder reductor en la célula (Forman y Fisher,
1981). El glutatión en su estado reducido (OS!!) resulta más accesible al 02 que los pupos
-SH de ciertas enzimas, por lo que se oxida preferentemente dando lugar a su forma
oxidada (055) que contiene un puente disulfuro.
20S11 + ~‘102OSSO + H20
También puede reaccionar con enzimas con grupos tiólicos previamente
oxidados, reduciéndolos. La reacción del OS!! o de los grupos tiol de las enzimas con el
oxigeno es lenta, pero suvelocidad se incrementa al sercatalizada por metales de transición
-(Halliwell, 1981). El glutatión puede interaccionar con radicalescomo el radical superóxido,
el radical hidroxilo y con cualquier molécula orgánica oxidada:
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2 Og + 20511 + 2 H~ ~ 0550 + 2H202
20W +20511 ~. OSSO+2H20
2R +2OS11~OSSO+2RH
El glutatión, además, interacciona con el oxígeno en estado singlete, en lo que
se denomiña reacción de “extinción”, devolviéndolo a su estado basal no reactivo o tripleté:
+ 0511 GS(ox.) ácido cisteico
Es posible que para la célula las reacciones anteriores sean sólo parcialmente
útiles, puesto que en ellas pueden formarse radicales litres derivados del glutatión (OS»
pótencialmente tóxicos. El OSH tambien contribuye a la eliminación en los organismos
aerobios del peróxido de hidrógeno y los peróxidos Lipidicos, catalizada por la glutatión
peroxidasa:
ROO!! + 20511=*ROH+GSSO + 1120
OPx
El glutatión oxidado (0550) puede ser reconvertido a su forma reducida
mediante la actividad glutatión reductasa dependiente de NADPH:
OSSG+NADPH+H~NADP~ +20511
GR
Deesta formase mantienen en la célula unosvalores GSH/GSS0 normalmente
altos (Formán y Fisher, 1981). Además del efecto protector directo del glutatión,
indirectamente contribuye al reciclaje de las vitaminas C y E (J’amieson el aL, 1986;
Tirmenstein y Reed, 1989). Cuando las tensiones de oxigeno a las que está sometido un
tejido son tan altas que la regeneración de GSH a partir de su forma oxidada o la
producción de NADPH no son suficientes, la relación OSH/GSSG disminuye. En estos
casos el 0550 puede inactivar ciertas enzimas formando disulfuros mixtos:
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Enzima-SH + GSSO : Enzima-SSO + QSH
Como consecuencia de ésto resultan inhibidas la síntesis de proteínas, la
adenilato ciclasa y la fosforilasa fosfatasa. Se han podido detectar disulfuros mixtos del
glutatión con otras enzimas celulares (Chance el aL, 1979). El OSSO resulta ser una
sustancia altamente tóxica para las células y de ahí la importancia de mantener siempre una
razón OSSG/OSH enormemente baja, mediante la reducción del OSSO por la GR o por
la exportación activa del mismo a través de la membrana. Por esta razón se utiliza la
medida de esta tasa OSSO/C*SH como uno de los estimadores más fiables del grado de
estrés oxidativo tisular. El caso del glutatión es un claro ejemplo de cómo un mecanismo
protector puede convenirse en peijudicial cuando la tasa de generación de especies
oxidantes es excesiva.
Cabe mencionar también la participación del glutatión en el metabolismo de
xenobióticos. Estos procesos detoxificadores suelen incluir una primera fase de conjugación
del compuesto de que se trate con el 0511 mediante la actividad de enzimas glutatión-S-
transfcrasas.
Hay que señalar que el glutatión no es esencial para todos los organismos
aerobios. Algunas bacterias no lo poseen, aunque con frecuencia contienen otros
compuestos tiólicos de función similar (Halliwell y Outteridge, - 1989).
-Acído ascórbíco
- El ácido ascórbico (vitamina C) puede ser sintetizado por la mayoría de los
animales y las plantas. Sin embargo, en algunas especies (cobaya, primates, etc.) incluido
el hombre, no se sintetiza y es un elemento esencial de la dieta. Al ácido ascórbico se le ha
asignado una función antioxidante en varias reacciones. Al oxidarse puede hacerlo
perdiendo un electrón o dos, dando lugar a semidehidroascorbato (oxidación
monoelectrónica) o dehidroascorbato (oxidación bielectrónica) respectivamente.
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20; 211202
2 0H + ascorbato dehidroascorbato + 2 H20
2 ROO’ 2 ROOH
De esta forma puede reaccionar con los radicales superóxido, hidroxilo o
peroxilo. ES necesario que posteriormente se vuelva a reducir para mantener así ñu
capacidad antioxidante. Esto puede suceder no enzimáticamente por reacción con 0511 o
enzixnáticamente mediante la NADH dehidroascorbato reductasa o la 0511-
dehidroascorbato reductasa. Además, el ácido ascórbico también puede reaccionar con el
oxígeno en estado singlete devolviéndolo al estado basal. Por tanto, el ácido ascórbico
participa en la defensa antioxidante directamente, secuestrando especies activas de 02 e
indirectamente, por su participación en la restauración del “pool” de vitamina E reducida
(Forman y Fisher, 1981).
Sin embargo, paradójicamente, el ácido ascórbico en presencia de Fe(Ifl) o
Cu(fl) puede promover la generación de especies de oxígeno activas (OH, o, 11202) que
normalmente se encarga de eliminar. Esta actividad prooxidante derivade su habilidad para
reducir iones Fe(I11) o Cu(11) a Fe(U) y Cu(I) y 02 a o y 11202. De está forma, en
presencia de Ff202 da lugar al radical hidroxilo. El hecho de que bajo determinadas
circunstancias el ácidoascórbico puedaejercer esta actividadprooxidante hace que el efecto
global de la vitamina C dependa de su concentración y, sobre todo, de la disponibilidad de
trazas de iones metálicos. Será la relación ácido ascórbico Fe(ll)/Fe(Ill) la que determine
su función antioxidante o prooxidante (Niki, 1987; Stadtman, 1991). De todas formas, el
efecto proaxidante del ascorbato se manifiesta sólo ita vibx,, careciendo de importancia ita
vivo en el individuo sano, en el que la concentración de Fe libre en las células es
enormemente baja o nula.
Ácido úrico
El ácido úrico es otro antioxidante importante. En los primates la ausencia de
laenzima uricasa impide la degradación delácido úrico hasta alantoina. Así, probablemente
permite que este ácido úrico, a concentración elevada, reaccione con radicales como OH’,
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y ROO dando lugar a 1120, 11202 y ROOH. Su importante contribución a la actividad
antioxidante en el caso particular del hombre se atribuye a su elevada concentración, que
en algunos tejidos se acerca a la saturación. Además, el ácido úrico es un buen agente
quelante, especialmente de Fe2 ~ protegiendo así al ácido ascórbico de la oxidación por
parte de iones Fe y Cu, y es un excelente extintor del oxígeno singlete. Dada la
imposibilidad del ácido úrico para acceder y eliminar radicales dentro de la membrana, se
propone que lo que hace es eliminar los radicales generados por el iniciador en la fase
acuosa, al igual que parece que ocurre con el ácido ascórbico (Niki, 1987).
El ácido úrico, tras su reacción con el radical hidroxilo, puede generarradicales
derivados que, aunque son menos reactivos, no son del todo inofensivos. Es otro ejemplo,
como ocurre con el 0511 o el ácido ascórbico, de que no son antioxidantes “perfectos”
(Halliwell y Gutteridge, 1989).
A pesar de ser una sustancia que se suele asociar con situaciOnes patológicas
por su tendencia a precipitar si se encuentra en el límite de saturación, como ocurre en el
hombre, dentro de la teoría de los radicales libres como causa del envejecimiento, se ha
sugerido incluso, que la gran longevidad de los primates y del hombre podría estar
relacionada con la pérdida de la enzima que lo degrada y el aumento notable de su
concentración tisular a lo largo de la evolución (Ames el al., 1981).
-Otros
Incluimos aquí cualquier sustancia capaz de secuestrar iones metálicos cuyo
papel en toda la serie de reacciones que median la toxicidad del oxígeno es fundamental.
Entre éstas se encuentran proteínas como la transferrina, ferritina, hemosiderina y
ceruloplasmina. Este secuestro no puede ser totalmente efectivo ya que los iones metálicos
están siempre en tránsito entre sus lugares de almacenamiento y los de su utilización en la
célula (Halliwell, 1981).
Existen muchas sustancias capaces de actuar como “quenchers o extintores del
02 en estado singlete, entre ellas la molécula de agua, la histidina, el triptófano, cisteína,
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tirosina, metionina y otros aminoácidos. El etanol por ejemplo, reacciona rápidamente con
el OH’, aunque su concentración en un organismo no sea suficiente como para ser
considerado una defensa útil. Muchos azúcares (manitol, glucosa, etc.) son también capaces
de reaccionar con radicales hidroxilo al igual que el formaldehído (Forman y Fisher, 1981).
B. Liposolubles
- Vitamina E o «-tocoferol
La vitamina E o a-tocoferol parece ser el principal antioxidante en las
membranas celulares animales. Su nombre hace referencia a uno o varios de los compuestos
fenólicos relacionados estructuralmente y conocidos como tocoferoles y tocotrienoles. Su
actividad suele atribuirse al carácter reductor del grupo hidroxilo de su anillo cromanol; es
una molécula que es capaz de donar un protón. Este hecho, y su alta solubilidad en lípidos,
le confiere su poder antioxidante, pues de esta manera puede acceder directamente a los
grupos peroxil, que serian reducidos a hidroperóxidos y degradados hasta alcoholes estables
por la vía de la QN, frenando de esta forma- la reacción en cadena que se produce en la
fragmentación de los hidroperóxidos lipídicos.
LOO’ Glutatién, Ascorbato
LO’ Vitamina E-OH - (formas oxidadas)
LOO!! Vitamina E-O’ Glutatión, Ascorbato -
LOH (formas reducidas) -
La importancia fundamental de esta reacción es que impide la fase de
propagación multiplicativa, que es la principal causante del daño peroxidativo. También es
posible la reacción con radicales alcoxil, lo que seria útil en caso de que la degradación de
hidroperóxidos por la vía de la QN no hubiese sido totalmente eficiente.
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Los radicales tocoferio generados pueden ser reducidos de nuevo por varios
agentes, entre ellos el ácido ascórbico, generalmente presente en las células. Sin embargo,
esta cesión electrónica debe ocurrir en la superficie de la membrana, en la interfase
lipídica-citosólica, ya que el ácido ascórbico es una molécula polar que no puede penetrar
en el interior hidrofóbico de la membrana. De esta forma se regenera el a -tocoferol que
puede actuar de nuevo (Halliwell, 1981). Esto va a ser vital, ya que el “pool” de vitamina
E celular es pequeño y el sistema sólo es funcional si la forma reducida de la vitamina E
se regenera a la misma velocidad con la que se degrada. Se planteaasí la posibilidad de que
ambas vitaminas C y E trabajen en tándem desde el punto de vista rédox. Esta posibilidad
se ha demostrado it, pUro, pero ¡ti vivo aun no ha sido aclarada.
- Vitamina E-O’ + Ascórbicored Vitamina E-OH + Ascórbico~
Los efectos antioxidantes de las dos vitaminas pueden ser aditivos cuando los
radicales son generados inicialmente en la fase acuosa, o sinergísticos cuando se generan
en el interior de la membrana. Además del ácido ascorbico, el OSH y la cisteína también
son capaces de regenerar el a-tocoferol.
Se ha comprobado cómo ratas alimentadas con dietas deficientes en vitamina
E son más susceptibles al ataque oxidativo, presentando incrementos en los niveles de
peroxidación tisular (Doni el aL, 1984) y distrofia muscular. Por otro lado, el «-tocoferol
es un potente extintor del 02 en estado singlete por lo que puede impedir la iniciación o
propagación de la peroxidación lipídica por parte de esta molécula. Aunque el radical
hidroxilo y el superóxido pueden reaccionar itt vito con el «-tocoferol no hay pruebas
suficientes que indiquen que esto ocurra itt vivo (Forman y Fisher, 1981).
Se ha sugerido también que la vitamina E podría ejercer su protección frente
a la peroxidación lipidica modificando la estructura de la membrana, afectando al tipo de
ácidosgrasos que son incorporadosy así, algunos autoreshablan de una estabilización fisica
de la membrana (Diplock, 1985).
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-Carotenoides
Los carotenoides presentes en los cloroplastos son de dos tipos
fundamentalmente: carotenos y xantofilas, que son derivados oxigenados de los carotenos.
Los j3-carotenos son constituyentes importantes de las membranas de los cloroplastos y
además se encuentran en algunas bacterias y hongos. Estos p-carotenos son efectivos
extintores del 02 en estado singlete; pueden reaccionar con él previniendo la peroxidación
lipídica. Esto se comprueba iluminando en atmósferas aerobias plantas deficientes en ~1-
carotenos; se observa entonces cómo se degradan los cloroplastos por destrucción de las
clorofilas y de las membranas. Si esta experiencia se repite en condiciones anaerobias
(impidiendo de esta forma la generación de 02 en estado singlete) los daños observados
son mucho menores. Además, los ~-carotenos pueden absorber directamente la energía de
las clorofilas excitadas impidiendo la formación del 02 en estado singlete (Halliwell, 1981).
Por otro lado, los I~ -carotenos también actúan como atrapadores de radicales.
Son capaces de reaccionar con radicales alcoxil y peroxil, interrumpiendo así la reacción en
cadena de la peroxidación lipidica.
Debido a su concentración y a la generación de cantidades importantes de 02
singlete a nivel de los cloroplastos, son vitales para el mantenimiento de las membranas de
los tilacoides en las plantas. En los animales, en los que su concentración es mucho menor,
su función antioxidante natural es menos clara. De todas formas, se ha propuesto que la
ingestión de ~-caroteno en el hombre podría suponer cierta proteccióncontra el desarrollo
e incidencia de enfermedades como el cáncer o la artertoesclerosis. Además, el hecho de
que la molécula de ~-caroteno esté compuesta por dos moléculas de vitamina A ha
estimulado también investigaciones sobre el posible papel antioxidante del retinol (Niki,
1987; Halliwell y Outteridge, 1989).
- Otros
En este grupo de defensas liposolubles hay que incluir a los estrógenos
(estradiol, estriol, estrona), cuyo papel antioxidante está siendo objeto de estudio
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últimamente (Sugioka el aL, 1987). Como era de esperar por su estructura, la testosterona
tiene una escasa actividad antioxidante. Siguiendo el razonamiento realizado para el ácido
úrico, se podría también especular que la mayor longevidad de las hembras de muchos
vertebrados, incluido el hombre, podría estar relacionada con este papel antioxidante
diferencial de los estrógenos respecto a la testosterona.
También se ha comprobado recientemente que la bilirrubina puede funcionar
como antioxidante (Niki, 1987). Por último, señalar que existen otros antioxidantes
naturales y también sintéticos que están siendo objeto de estudio.
3.- ProteccIón medIante secuestro de Iones metálicos -
La importancia del Fe y otros metales en sistemas biológicos se demuestra por
su presencia en gran cantidad de proteínas que requieren estos metales de transición para
su actividad. A lo largo de esta introducción también se ha puesto de manifiesto el papel
fundamental que juegan estos metales de transición en la generación de radicales y por
tanto, de daño oxidativo. Describiremos ahQra algunos de los mecanismos que se han
desarrollado para mantener estos metales ligados y la importancia biológica de este
“secuestro”.
En organismos multicelularesel transporte de Fe está asegurado porla proteína
plasmática transferrina. Se trata de una glicoproteína con dos sitios de unión para Fe(lfl).
Normalmente sólo está cargada al 30%, lo que asegura la ausencia de Fe libre en el
torrente sanguíneo. Otra proteína similar a la transferr¡na es la lactoferrina, que aparece
en varios fluidos del cuerpo y en la leche.
El Fe transportado por la transfemina debe entrar en la célula para poder ser
utilizado. Este proceso se lleva a cabo vía receptores específicos. Tras la unión al receptor,
el complejo es internalizado mediante un proceso de endocitosis. La acidificación permite
la liberación del Fe, que pasa al citoplasma celular, mientras que el complejo receptor-
apotransferrina es reciclado a la membrana plasmática. La apotransferrina, en contacto con
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el fuido extracelular, de PH neutro o ligeramente alcalino, perderá afinidad porsu receptor
y será liberada de nuevo a la circulación para ser reutilizada.
El Fe que no es inmediatamente utilizado por la célula pasa a almacenarse en
compuestos intracelulares cuyo prototipo es la ferritina. Esta, rara vez llega a saturarse ¡ti
vivo y evita - de esta forma la acumulación de Fe no ligado a proteínas en la célula. La
deposición de Fe(II) en el interior de la ferritina implica su oxidación a Fe(uI). El Fe
puede ser liberado por la acción de quelantes de Fe(IH) o de Fe(ll) en presencia de
agentes reductores y ésto ocurre más fadilmente a pH ácido (Halliwell y Gutteridge, 1984;
Crichton, 1987).
Además de la ferritina, existe otra importante proteína alniacenadora de Fe,
la hemosiderina. Se forma por modificación lisosómica de la ferritina. En tejidos normales
la ferritina alniacena la mayor parte del Fe y sólo una pequeña parte se encuentra como
depósitos de hemosiderina. Sin embargo, en condiciones de exceso de Fe puede llegar a ser
predominante. El pH ácido favorece la liberación de Fe por parte de esta proteína, lo que
en situaciones como la inflamación o la hipoxia la convierten en una posible fuente de Fe,
implicándola en la producción de radicales y el daño tisular (Ozaki el aL, 1988).
Existe un pequeño “pool” de Fe no ligado a proteínas en tránsito desde los
lugares de almacenamiento, en los que abunda, a los de utilización, donde es requerido;
pero diversos mecanismos se encargan de que éste sea lo más pequeño posible.
En cuanto alCu, se encuentraunido a la proteína sérica albúmina,en equilibrio
con complejos de Cu. En el hígado el Cu se incorpora a la proteína ceruloplasmina, y ligado
de esta forma es liberado a la circulación. La ceruloplasmina además tiene propiedades
antioxidantes, puesescapaz de oxidar el Fe(11) a Fe(III). La mayor partedel Cii plasmático
se encuentra unido a esta glicoproteina y el resto se une a albúmina, histidina y pequeños
péptidos. La ceruloplasmina no liben Cu fácilmente y parece ser necesaria su degradación
para que el cobre quede libre. No parece que en condiciones fisiológicas los iones Cu den
lugar a la formación de radicales, debido a las altas concentraciones de proteínas y de
albúmina, pues en caso de encontrarse libres se unirían rápidamente a ellas; pero siempre
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cabe el daño en un lugar especifico de la macromolécula antes de ser “secuestrados”.
~1
Además de todas estas proteínas, también otras moléculas como el ácido
ascórbico y el úrico son capaces de unir iones Fe y Cu, impidiendo su participación en la
producción de radicales (Halliwell y Gutteridge, 1989; Stadtman, 1991).
De todos estos datos se desprende que los organismos han evolucionado
intentando minimizar en la medida de lo posible la cantidad de iones metálicos disponibles
de forma libre.
4.- Sistemas renaradores
Incluimos aquí lo que podríamos llamar una segunda línea de defensa contra
el daño oxidativo. La mayor parte de los antioxidantes anteriormente descritos, intentan
eliminar los radicales antes de que se produzca el daño y podrían considerarse como la
primera línea de defensa antioxidante. La segunda línea se encargará de eliminar el daño
una vez producido. Ya hemos citado los mecanismos que intentan reparar los problemas
generados por la peroxidación lipidica y ahora nos centraremos en los sistemas de
repara¿ión del daño al DNA y proteínas.
En elcaso del DNA, por su vital importancia, existen varios niveles de defensa.
En primer lugar, el DNA nuclear está compartimentalizado en el núcleo lejos de
mitocondrias y peroxisomas donde son generados gran cantidad de radicales. Además, la
mayor parte del DNA que no se está replicando se encuentra rodeado por histonas y
poliaminas que lo protegen de los radicales, y la propia estructura de doble hélice deja las
bases más reactivas menos accesibles a los agentes oxidantes. Por último, la mayoría de las
alteraciones que se producen en el DNA como consecuencia del ataque oxidativo son
eliminadas por eficaces sistemas de reparación enzimáticos. -
Se tienen evidencias de que existen varias enzimas procariotas y cucariotas
capaces de reparar el daño oxidativo sobre elDNA por mecanismos directos y por escisión.
Algunas exo y endonucleasas reparan preferentemente el DNA oxidado. Entre estas
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enzimas reparadoras de daño oxidativo en procariotas destaca la endonucleasa III. En
eucariotas los estudios están más atrasados; sin embargo parece existir cierto paralelismo
con lo descubierto en procariotas. Se han caracterizado varias glicosilasas que actúan sobre
productos de oxidación del DNA. También se ha aislado una endonucleasa de mamíferos
muy parecida a la endonucleasa III bacteriana. Se ha propuesto el término
“redoxiendonucleasas” para designar a todas estas endonucleasas que intervienen en la
reparación del DNA oxidado (Pacifl y Davies, 1991).
Además de los mecanismos de reparación porescisión, puede existir reparación
directa de bases alteradas del DNA por oxidación. Se han descrito glutatión transferasas
y peroxidasas que utilizan hidroperóxidos de timidina como sustratos (Ketterer y Meyer,
1989).
Se ha sugerido que el daño oxidativo podría ser un mecanismo por el cual las
células controlarían la degradación de determinadas proteínas, pues se ha comprobado que
la oxidación da lugar a un importante incremento de la susceptibilidad a la proteolisis. La
oxidación en residuos de aminoácidos discretos servirla de marcador para los sistemas
proteolíticos. Hoy se sabe que se trata de sistemas proteolíticos no dependientes de Al?
ni de Ca para los que se ha propuesto el nombre de macroxiproteinasa (M.0.P.). Se trata
de un gran complejo de unos 670 kDa, cuyo sustrato preferente son proteínas modificadas
por oxidación. El complejo es inhibido por compuestos con grupos suilbidrios y serinas y
por quelantes de metales de transición. Su pH óptimo está dentro del rango alcalino (7,8).
Parece tener sitios catalíticos múltiples (al menos tres) y estar formado por 8 subunidades
polipeptidicas distintas. Todas estas características han llevado a identificar este complejo
con los complejos de proteinasas neutras/alcalinas que hablan sido aisladas en una gran
variedad de células cucariotas y de las que no se conocía una función clara. Se propone que
estos sitemas habrían sido diseñados en la evolución para eliminar proteínas oxidadas
(Pacifl el al., 1989; Pacifly Davies, 1991).
Este tipo de sistemas proteolíticos han sido encontrados también en la matriz
mitocondrial (Marcillat el aL, 1988) y algunos autores proponen un descenso de actividad
proteolítica con la edad, lo que supondría una acumulación de proteínas oxidadas (Starke’
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Reed y Oliver, 1989).
VII. TEORIA DE LOS RADICALES LIBRES Y ENVEJECIMIENTO
La teoría de los radicales libres como causa fundamental del envejecimiento fue
propuesta por primera vez por Denham Harnian en 1956, aunque ya Rebeca Gerschman
habla apuntado, cómo una pequeña ineficacia de los sistemas antioxidantes podía ser un
factor importante en el fenómeno de envejecimiento (Gerschman el aL, 1954). Harman
postula que el envejecimiento se debe al daño que los radicales libres deloxígeno producen
en los tejidos. Estos radicales son generados durante el metabolismo aerobio normal. Se
calcula que entre un 1-7% del flujo de oxígeno (probablemente alrededor de un 1% en
condiciones normales), a través de la cadena respiratoria, da lugar a la formación de
radicales libres que pueden ser considerados como- “escapes”. La pequeña proporción de
estos radicales que no sea eliminada por las defensas antioxidantes, cuya eficacia no es del
100%, puede dañar los componentes celulares. Este daño será lento pero constante y se
acumulará con la edad.
El hecho de que los radicales se generen en las células aerobias como un
producto secundario de la reducción del oxígeno en la mitocondria, es el nexo de unión
entre la teoría de radicales libres y las de “tan de vida”.
La correlación inversaentre longevidad máxima y tasa metabólica es quizá uno
de los pricipales apoyosde la teoría de radicalescomo explicación del envejecimiento, como
pone de manifiesto Cutler en varios de sus trabajos (Cutler, 1984; Cutler, 1991). Se
entiende por longevidad máxima, la longevidad del último individuo en morir de una
especie, aunque algunos autores utilicen el último 10% de la población. La longevidad
media es la media de las longevidades de los individuos de una especie. El producto de la
longevidad máxima <LSP o MLSP) por la tan metabólica basal (SMR) es un producto
bastante constante para muchas especies y se denomina potencial energético vital (LEP).
Incidiendo sobre este punto sehan realizado trabajos en los que se modifica el metabolismo
basal. De esta forma se sabe que situaciones que producen un aumento de la tan
metabólica como pueden seraumentos de temperatura o, al menos en dípteros el ejercicio
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aceleran la tasa de envejecimiento y aumentan la concentración de productos de oxidación
como n-pentano, sustancias TBA positivas, GSSG, etc. La relación con los radicales es
obvia, a mayor metabolismo mayor generación de especies activas de 02 y por tanto mayor
daño oxidativo (Miquel el aL, 1976; Buchan y Sohal, 1981; Sohal y Buchan, 1981). Sin
embargo, la relación longevidad máxima-radicales libres no está tan clara.
Lo que si se ha comprobado es que la administración de antioxidantes como
la vitamina E, en dosis adecuadas, suele aumentar la vida media en nematodos, moscas,
ratas y ratones, produciéndose una rectangularización de las curvas de supervivencia. Sin
embargo, algunos autores discuten estos resultados en roedores y mantienen que ésto sólo
es así en el caso de animales singénicos, pero no en cepas salvajes.
Por otro lado, sería importante poder medir las concentraciones reales de estas
especies activas de oxígeno, sin embargo esto no es fácil debido a su baja concentración ¡ti
vivo y su corta vida media. El que la tasa de generación de radicales aumente con la edad
o disminuya el nivel de defensas antioxidantes no es necesario para dar validez a esta
teoría, aunque si así fuese, seria otro dato a favor.
En este sentido hay que destacar los trabajosdel grupo de Sohal que, utilizando
siempre insectos como material biológico, han demostrado cómo con la edad se producen
incrementosen los nivelesde n-pentano, así como de sustancias TBA positivas (Sohal elaL,
1985) y glutatión oxidado (Sohal el aL, 1983) al mismo tiempo que se observan descensos
de las defensas antioxidantes tanto enzimáticas como no enzimáticas (Sohal el aL, 1983).
Sin embargo, en trabajos más recientes, realizados en mamíferos, no obtienen
resultados similares y los patrones de descenso con la edad no son tan claros (Barja de
Quiroga e: al, 1990a; Pérez el aL, 1991; Sohal el aL, 1990c; Baria de Quiroga el al, 1992).
Se han descrito en cambio incrementos en la generación de H202 y o; con la edad tanto
en insectos (Sohal y Sohal, 1991) como en mamíferos (Sohal el aL, 1990d) y la correlación
inversa entre longevidad máxima y generación de especies activas de 02 (Sohal el aL,
1990c).
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Otros trabajos muestran un descenso de la generación de radical superóxido y
peróxido de hidrógeno en mitocondrias desde el adulto al individuo viejo (Floyd elaL, 1984;
Muscari el aL, 1990; LeBel y Bondy, 1991). Por otra parte, si los radicales libres están
directamente implicados en el envejecimiento, podemos esperar que especies con mayor
longevidad máxima tengan niveles superiores de defensas antioxidantes. En esta dirección
apuntan los trabajos de Cutler, que muestran como los niveles de la enzima antioxidante
SOD correlacionan positivamente con la longevidad máxima de distintas especies. Cutler
además ha encontrado correlaciones positivas entre longevidad máxima y concentraciones
de ácido úrico, carotenoides, «‘tocoferol y ceruloplasmina aunque sólo hay correlación
cuando los resultados se dividen por elconsumo de oxígeno basal del animal completo. La
resistencia a la autooxidación es otro parámetro que correlaciona positivamente con la
longevidad, mientras que los niveles de sustancias TEA-positivas muestran una correlación
inversa (Cutler, 1984; Cutler, 1986).
Sin embargo, antioxidantes tan importantes como la glutatión peroxidasa, el
glutatión o las glutatión transferasas no correlacionan ni siquiera referidos a consumo de
oxígeno, como se ha comprobado recientemente, reafirmando esta disparidad de patrones
(Sohal el aL, 1990b). Por otro lado existen datos que demuestran cómo dentro de una
misma especie, cohortes más longevas de moscas están asociadas a niveles más altos de
antioxidantes y menores de productos de reacciones de radicales (Sohal el aL,1986).
A la vista de estos datos Cutler, defensor de los radicales libres como
explicación delenvejecimiento, propone lo que él denomina hipótesis de envejecimiento por
desdiferenciación y determinantes de longevidad. Los radicales libres, por acción sobre el
aparato genético celular, provocarían una regulación de los genes inadecuada, alterando el
estado de diferenciación celular. Por tanto, el envejecimiento es el resultado de una falta
natural de estabilidad de la regulación genética y la longevidad será fruto de procesos que
estabilicen la expresión correcta de los genes y, en definitiva, el estado de diferenciación
celular. Los antioxidantesserian entonces consideradoscomo determinantes de longevidad
(Cutler, 1991).
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Entre las criticas que recibe la teoría de los radicales, como explicación del
envejecimiento se encuentra el hecho de que en muchas ocasiones, la administración de
antioxidantes exógenos no ha conseguido aumentar la longevidad. A este respecto sepuede
añadir que la administraciónde antioxidantes no siempre significa que éstos lleguen al lugar
de generación de radicales y por tanto donde se produce el daño, ni que consigan disminuir
la concentráción de radicales. Además, hoy se acepta que los antioxidantes endógenos se
encuentran bajo control homeostático, por lo que incrementos de un antioxidante serian
compensados con descensos de otro (Cutler, 1984).
Cuando secomprobó que las dietas de restriccióncalórica conseguían aumentar
la longevidad máxima, pero no provocaban un descenso del metabolismo, se consideró
como una nueva contradicción de la teoría de radicales. Sin embargo, se ha constatado que
ratas sometidas a dietas de restricción calórica presentan en determinados órganos
actividades de SOD y CAT superiores a las de animales alimentados ad libitwn. Cabe
señalar a este respecto la pregunta que se hacen hoy en día muchos investigadores sobre
si la restricción calórica es o no es un buen modelo para el estudio del envejecimiento.
Quizá los animales restringidos sean el control y estemos estudiando el efecto de la
sobrealimentación acortando la esperanza de vida.
Matizando un poco esta explicación del envejecimiento debido al daño que
causan los radicales, Miquel y sus colaboradores han propuesto una teoría que atribuye el
envejecimiento a la inactivación del genoma mitocondrial de. células diferenciadas.
El genoma mitocondrial sería elblanco principal delataque de los radicalesmás
que las biomembranas. Su síntesis tiene lugar en la membrana interna mitocondrial muy
cerca de los lugares de generación de especies activas de oxígeno y de sus productos como
son los hidroperóxidos y el MDA. Este hecho junta con el dato de que el genoma
mitocondrial, a diferencia del nuclear, carece de la protección de las histonas y de
adecuados mecanismos de reparación le hace especialmente vulnerable. Se trata además
de un genoma muy comprimido y sintético que prácticamente carece de secuencias que no
codifiquen por lo que las mutaciones de éste resultarán muy peligrosas.
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El genoma mitocondrial controla la síntesis de varias proteínas hidrofóbicas de
la membrana interna y es necesario para la división de la mitocondria, por esta razón la
mutación o inactivación del mtDNA impedirá una replicación normal de estos orgánulos
y dará lugar a un descenso en la producción de ATP. Este proceso afectará
fundamentalmente a las células diferenciadas, por su elevado consumo de oxígeno y será
el responsable de lapérdida de capacidad para desarrollar las funciones fisiológicas (Miquel
y Flerning, 1984; Miquel. 1991).
Fueron también Miquel y sus colaboradores los primeros en demostrar que las
células postmitóticas de los insectos acumulan lipofuscina con la edad (Miqueleí al, 1977).
La lipofuscina es uno de los biomarcadores de envejecimiento más universalmente
aceptado. Sin embargo, su significado no acaba de estar claro.
Su formación se ha investigado mediante estudios morfológico-citoqulmicos y
bioquímicos. La lipofuscina tiene su origen en un proceso de autofagocitosis en el que están
implicados lisosomas. La fusión de vacuolas autofágicas con lisosomas primarios y
secundarjos es seguida de degradación y digestión por parte de enzimas hidrolíticas. Los
residuos sin digerir se denominan lipofuscina. Bioqulmicamente se implica a bases de Schiff
conjugadas como responsables de la fluorescencia de los gránulos de lipofuscina y también
se habla de peroxidación de lípidos y puentes cruzados entre distinto tipo de
macrobiomoléculas.
Se sabe que la acumulación de lipofuscina está directamentecorrelacionada con
la tasa metabólica (Sohal y Donato, 1979; Lyman elaL, 1981; Papafrangos y Lyman, 1982)
y también que aumenta con la edad. Lo que no está tan claro, pues no hay evidencias
directas bu vivo, es la relación radicales libres-lipofuscina, aunque existen algunos trabajos
que así lo manifiestan (Thaw el aL, 1984).
En resumen, muchas de las evidencias que ligan a los radicales libres con el
proceso de envejecimiento soncircunstanciales. Sin embargo, tampoco existenpruebas que
contradigan su posible implicación.
OBJETiVOS
Las evidencias disponibles que apoyan la teoría de los radicales libres como
causa fundamentaldel envejecimiento son de carácter circunstancial. Algunas provienen de
estudios descriptivos que comparan niveles basales de parámetros relacionados con los
radicales, como antioxidantes o productos de peroxidación, en distintas especies, con
diferentes longevidades máximas y tasas metabólicas (Sohal el al, 1990c; Cutler, 1991).
Pero la mayor parte son el resultado de trabajos que comparan estos mismos
niveles basales en animales jóvenes y viejos, observando el efecto de la edad. En este
sentido no existen patrones claros de variaciones y se han descrito aumentos, descensos y
ausencia de cambios en los niveles de antioxidantes (Barja de Quiroga el aL, 1990a; Baija
de Quiroga el aL, 1992).
Sin embargo, un descenso de la capacidad antioxidante con la edad no es
necesario para validar esta teoría y sólo supondría una aceleración de la tasa de
envejecimiento, caso de ser cierto. El postulado central de la teoría de los radicales libres
es que las defensas antioxidantes no tienen uná eficacia del 100% y la presencia continua
de bajas concentraciones de radicales en los tejidos es la causante del fenómeno de
envejecimiento en todas las edades, desde el adulto joven al animal envejecido.
Una tercera aproximación al problema son los estudios experimentales que
analizan los efectos sobre la longevidad, de manipulaciones de antioxidantes endógenos a
lo largo del ciclo de vida del organismo. Los trabajos de este tipo son muy escasos debido
a las dificultades que plantean dada la necesidad de un elevado número de animales para
elaborar las curvas de supervivencia y la larga duración de los experimentos. Además, los
pocos realizados hasta la fecha en relación con los radicales libres han tenido como objeto
a los insectos (animales con una elevadísima respiración basal), usando además,
homogenados de animal completo (Sohal e: al, 1984) con los consiguientes problemas que
ésto plantea a la hora de valorar los resultados.
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Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, y en un intento de contribuir
a aclarar el posible papel de los radicales en el fenómeno de envejecimiento, acercándonos
a los vertebrados, nos planteamos este trabajo con una doble aproximación, descriptiva y
experimental, a largo plazo.
La especie elegida, Rana peral, reune una serie de requisitos que la hacen
especialmente interesante. La mayor parte de los trabajos en este campo han sido
realizados en insectos y roedores, que tienen tasas de consumo de oxígeno muy elevadas
(10-100 veces la del hombre) y una longevidad máxima bastante corta. A peral tiene una
longevidad máxima de siete años, que casi duplica la de los roedores de laboratorio y por
otro lado, un consumo de oxígeno de uno a dos órdenes de magnitud inferior al de
roedores e insectos y bastante similar al de mamíferos de tamaño medio como el hombre.
Diseñamos el experimento de forma que durante los tres años de duración
cubriésemos todo el periodo de envejecimiento de esta especie, desde el individuo adulto
maduro de dos años hasta los siete años, longevidad máxima de R peral.
- Partiendo de animales jóvenes y viejos, a lo largo de estos tres años, nos
propusimos comprobar el efecto de la edad sobre los distintos sistemas antioxidantes. Esto
nos permitiría aclarar si estas defensas antioxidantes disminuyen o no. En segundo lugar
y como aproximación experimental, nos propusimos inhibir una de las principales enzimas
antioxidantes, la catalasa, para comprobar de esta forma el efecto de la manipulación de
un antioxidante sobre la longevidad. Por estudios previos sabíamos que el tratamiento con -
3-amino-1,2,4-triazol es un modelo experimental con el que se consiguen animales casi
totalmente deficientes en catalasa en todos los tejidos estudiados (Barja de Quiroga el al,
1989b; López-Torres el al, 1990a) con muy buena tolerancia, al menos a medio plazo.
La medida de un elevado número de antioxidantes se diseñó para comprobar
la supuesta capacidad compensatoria entre defensas antioxidantes (Cutler, 1984), así como
para evitar la ausencia de detección de cambios de algúnantioxidante endógenoimportante
no incluido en el estudio. Además, se valoraron la actividad citocromo c oxidasa y el
consumo de oxígeno del animal completo como controles de capacidad acróbica máxima
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y basal, la peroxidación tisular itt vivo e itt vitro (test del TBA) y los niveles de
malondialdehído “verdadero” por I-IPLC.
Por último, el estudio se ha realizado en cuatro órganos cuya elección ha
obedecido a distintos criterios. El hígado y el riñón son dos de los tejidos que muestran
mayor tasa de generación de radicales en condiciones normales itt vivo. El pulmón es el
órgano vital expuesto a tensiones de oxígeno más elevadas itt vivo y sufre importantes
cambios con la edad (Thibeault elaL, 1990); además, son muy pocos los trabajos sobre este
tema en dicho órgano. Y en cuanto al cerebro, éste ha sido elegido anteriormente como
órgano central para poner a prueba esta teoría por su carácter post.mitótico, por los
importantes cambios que experimenta con la edad y por su papel regulador en relación con
todo el organismo. Pero además, presenta otras características adicionales como son su
elevado porcentaje de ácidos grasos insaturados (muy sensibles al ataque oxidativo), la
abundancia de sistemas generadores de radicales (catabolismo de neurotransmisores,




En el diseño experimental de este trabajo tuvimos en cuenta dos factores
simultáneamente, la edad y el tratamiento con inhibidores de sistemas antioxidantes
endógenos.
De los 529 animales adultos de llana peral capturados en la naturaleza y tras
la determinación de la edad individual, se constituyeron dos pupos de 110 animales cada
uno: jóvenes (2 años de edad) y viejos (4 y 5 años de edad). Ambos grupos se dividieron
a su vez en dos subgrupos de 55 animales cada uno, controles y tratados con inhibidores
de enzimas antioxidantes. El resto de los animales fue descartado.
En estos cuatro grupos experimentales se valoraron los siguientes parámetros:
- Peso de animales y órganos.
- Medida del consumo de oxígenó del animal completo.
- Actividad citocromo c oxidasa.
- Actividades de enzimas antioxidantes: catalasa, superóxido dismutasa, glutatión
peroxidasas y glutatión reductasa.
- Concentración de proteínas.
- Peroxidación tisular itt vivo e itt vito y MDA.
- Sistema del glutatión GSSG y GSH. -
- Acido ascórbico.
Estas valoraciones se realizaron en hígado, pulmones, riñones y cerebro.
Además, se llevó a cabo un estudio a microscop!a óptica de la glándula tiroides y a
microscopia electrónica de la corteza cerebraL Por último, se calculó la tasa de
supervivencia a lo largo de todo el periodo experimentaL
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Las medidas se repitieron durante tres años consecutivos 1989, 1990 y 1991. De



























Entre paréntesis aparece el número de animales sacrificados cada año para las
valoraciones bioquímicas. El resto deJos animales fue utilizado para elaborar las curvas de
supervivencia. -
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II. MATERIALES
1.- ?rndnsto¡
- . Acetonitrio (Scharlau)
- Acido ascórbico (Merck)
- Acido clorhídrico (Merck)
- Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (Sigma)
- Acido nítrico (Panreac)
- Acido ortofosfórico (Merck)
- Acido perclórico (Merck)
- Acido sulfúrico (Panreac)
- Acido 2-tiobarbitúrico (Sigma)
- Acido tricloroacético (Panreac)
- Albúmina bovina (Sigma)
- Aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol) (Sigma)
- Azida sódica (Sigma)
- Bromuro de miristiltrimetilamonio (Aldrich)
- Butilhidroxitolueno (Sigma)
- Carbonato sódico (Merck)
- Cianuro potásico (Merck)
- Cloruro de manganeso (Sigma)
- Cloruro sódico (Panreac)
- EDTA Na2 (Sigma)
- Etanol (Panreac)
- Ferricianuro potásico (Sigma)
- Ferrocitocromo C (Sigma)
- Filtros de muestras MFS-3, diámetro de poro 0,5 Mm y 0,45 ~m (MPS)
- Fosfato bipotásico (Panreac)
- Fosfato monopotásico (Panreac)
- Fosfato monosódico (Merck)
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- Glicerol-gelatina (Merck)
- Olutaraldehido
- Olutatión oxidado (Sigma)
- Glutatión reducido (Sigma)
- Glutatión reductasa tipo III de levadura <Sigma)
- - Hematoxilina Ehrlich (Merck)
- Hidroperóxido de cumeno (Sigma)
- Hidróxido potásico (Panreac)
- Hidróxido sódico (Merck)
- Lubrol (Sigma)
- Malondialdehído (Merck)





- N-butanol (Sigma, Merck)
- Nitrógeno-R (SEO)
- Peróxido de hidrógeno (Merck)
- Reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac)
- Sodio fosfato secundario (Scharlau)
• Sulfato de cobre (Probus)
- Sulfato de hierro (Panreac)
- Superóxido dismutasa (Sigma)
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2.- Equipo Instrumental
- Agitador Vórtex HEIDOLPH reax íD
- Balanzas de precisión SAUTER 404 y SARTORIUS
- Baño termostatizado con agitación GRANT INSTRUMENTS 55 30 A- 13838
- Bomba para HPLC GILSON 305 con módulo manométrico 805
- Centrífuga refrigerada KONTRON Hermle ZK 365
- Centrífuga refrigerada SORVALL INSTRUMENTS RCSC
- Colorímetro ATOM Data-test atom 366
- Detector multigas DRAGER para CO2
- Detector UV GILSON 115 de longitud de onda variable
- Electrodo de oxígeno EIL-1521
- Espectrofotómetro MILTON ROY spectronic 1201 y 601
- Homogeneizador mecánico WHEATON I?NSTRUMENTS
- Homogeneizadores tipo POBEL
- Incubador con agitación DUBNOFF PRECISION SCIENTIFIC
- Integrador MILTON ROY CI-4100
- Inyector para HPLC RHEODYNE (7125)
- Medidor de oxígeno EIL-1520
- Microscopio electrónico ZEISS EM 902
- - Microtomo de congelación
- Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-OS
- Pipetas automáticas (3ILSON, KARTELL y VARI
- pH/mV-metro CRJSON D-501 13145
- Sonicador VIBRA CELL SONICS MATERIALS
- Termostatizador con agitación B. BRAUN 3656 Y P SELECTA tectron
3000543
- Ultramicrotomo REICHERT-JUNG ULTRACUT E
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3.- Animales de exuerimentadón -
Para la realizaciónde este trabajo se han utilizado individuos adultos de ambos
sexos de la especie llanaperal (Seoane, 1885).
Esta especie pertenece a la Clase Anuros, Orden Euanuros y Familia Ránidos
de la cual se conocen especies fósiles desde el Mioceno. Se incluye dentro del conjunto
denominado como “ranas verdes” de Europa y-Norte de Africa, en el que figuran entre
otras: llana Ridibunda (Pallas, 1771), llana esculenla (Linneo, 1758), llana sa/zañca
(Boulenger, 1917), llana !essonae etc. Estas especies resultan difíciles de distinguir, por lo
que ha habido problemas sistemáticos. Por esta razón, la llana peral fue considerada
durante mucho tiempo como una subespecie de llana ridibunda. Hoy, gracias al empleo de
técnicas electroforéticas e inmunológicas (Tunner y Unel, 1974; Uzzel, 1982) se ha
aceptado su validez específica como llana peral, siguiendo la denominación original de
López Seoane a partir de ejemplares descritos en La Coruña.
Los animales utilizados en este trabajo fueron capturados en Pontevedra
(Galicia) durante el verano de 1988. Desde ese momento se mantuvieron en el laboratorio,
en acuaterrarios dc 16560 cm3 (23x48x15 cm), con agua desdorada que se renovaba
completamente dos veces por semana.
Se controlaron la temperatura (20±20C), el fotoperiodo (12:12), la humedad
relativa (80±5%) y la presión atmosférica (710±20mmHg).
Los animales fueron alimentados dos veces por semana con lanas de mosca
Protophormia lenunovae. Además, y como suplemento de esta dieta, se les suministró
alternativamente hígado de pollo y un complejo vitamínico una vez al mes. La composición
por cada 1,3 g de este complejo vitamínico mineral era la siguiente:
- Vitamina A ísoa ul
- Vitamina D
3 400 LII
Materiales y Métodos 84
- Vitamina E 30 UI
- Vitamina C 150 mg
- Nicotinamida 30 mg
- Vitamina B1 10 mg
- Vitamina B6 6 mg
- . Vitamina 5 mg
- Vitamina 12 pg
- Acido pantoténico 15 mg
- Acido fólico 0,4 mg
- Magnesio 100 mg
- Hierro 18 mg
- Potasio 5 mg
- lodo 0,15 mg
- Zincl5mg
- Cobre 2 mg
- Molibdeno 0,2 mg
- Manganeso 1 mg
- Calcio 45 mg
- Fósforo 35 mg
- Biotina 45 pg
- Inositol 50 mg
• Excipiente: lactosa, otros excipientes.
Se suministraron 35,5 mgde este complejo vitamínico por rana, cada dos meses,
lo que supone el mantenimiento de los requerimientos mínimos, no una suplementación
vitamínica.
El peso de los animales se controló trimestralmente durante todo el periodo
experimental.
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lii. METODOS
1.- Determinación de la edad por esoueletocronoloufa
Para poner en marcha este estudio resultaba básico e imprescindible conocer
la edad de los individuos. De los distintos métodos indirectos que existen para la
determinación de la edad, el análisis de laestructura del hueso poresqueletocronología nos
pareció un método seguro y apropiado para nuestros animales. Este método se basa en la
presencia de líneas de crecimiento en el hueso que pueden visualizarse en cortes
histológicos del mismo. Las lineas de crecimiento son claramente visibles en las falanges,
por lo que para la determinación de edad basta con amputar un dedo al animal.
Durante el verano de 1988 se capturó en Pontevedra (Galicia) un total de 529
animales adultos de It peral, machos y hembras, y se procedió a detenninar la edad
individualmente mediante esta técnica. Para ello se utilizó la falange terminal del tercer
dedo de la pata derecha. Las falanges se descarnaron y se utilizó ácido nítrico al 3%
durante 75-90 minutos para descalcificar. Después de lavar durante una hora con un flujo
constante de aguapara eliminar el agente descalcificante, las zonas centrales de las diáfisis
se congelaron para, seguidamente, realizar cortes de 15-25 pm con un microtomo de
congelación. Los cortes se sumergieron en agua destilada y se tiñeron con hematoxilina
Ehrlich durante 45-60 minutos. Se lavaron de nuevo en agua destilada y se montaron en
glicerol-gelatina. Las preparaciones se estudiaron al microscopio óptico.
La edad de cada rana se estableció contando el número de líneas de
crecimiento (RL) presentes en los cortes (Smirina, 1972; Castanet, 1975) y considerando
el margen externo del hueso como una línea (Figuras 1 y 2).
Además, para comprobar que sólo se deposita una línea de crecimiento por
alio, se analizaron las falanges de varios animales nada más llegar al laboratorio y despues
de un año en el mismo. Durante el invierno de ese año en el laboratorio, los animales
estuvieron en condiciones simuladas de hibernación (10±20<2y ayuno parcial de Noviembre
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a Mano). En todos los casos se depositó una clara línea de crecimiento despues del año
en cautividad.
Por otro lado, para detectar posibles casos de reabsorción de anillos de
crecimiento, se realizó un estudio morfométrico en una muestra de falanges
correspondiéntes a los distintosgrupos de edad. Los diámetros internos del perióstio fueron
siempre más pequeños que los diámetros externos de los individuos más jóvenes, lo cual
indicaba que no existía reabsorción (Patón a aL, 1991).
2.- TratamIento con antínotriazol (A’fl y díetíldltlocarbamato (DDCfl
El aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol) ha sido utilizado en este trabajo para
conseguiranimales esencialmentedesprovistos de actividadcatalasa (CA]). Este compuesto
es capaz de inhibir la actividad catalasa debido a que forma un complejo inactivo con la
enzima en presencia de H202 (Allen et aL, 1983; Yusa a aL, 1987). Esta inhibición es
totalmente irreversible.
- En un principio y para conseguir inhibir la actividad superóxido dismutasa
(SOD) utilizamos dietilditiocarbamato (DDC), un quelante de cobre, capaz de producir una
marcada inhibición de la actividad SOD k, vivo e b viím (Heikkila ci aL, 1976; Heilckila y
Cohen, 1977; Sohal el aL, 1984). - -
Los dos grupos de animales tratados, jóvenes y viejos, recibieron cada dos
semanas una inyección intraperitoneal de una solución de AT y DDC en salino fisiológico.
Las dosis utilizadas fueron 1 mg/g de peso del animal en el caso del AT y 0,02 mg/g en el
del DDC. El volumen total inyectado fue de 0,02 ml/g de peso del animal.
Nuestro equipoya habla utilizado el AT en trabajos anteriores con esta misma
especie animal (Figura 3), por lo que las dosis estaban bastante establecidas (López Torres,
1988; Barja de Quiroga el aL, 1989b; López-Torres el aL, 1990a). A pesar de ello, en

























































hepática y renal en función del tiempo en animales adultos de llana perez¿
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una inhibición que variaba desde más del 90% en el hígado, al 85% en el pulmón y 75%
en el cerebro en el caso de la actividad catalasa, e inhibiciones del 79% en el cerebro, 45%
en el hígado y 32% en el pulmón en el caso de la SOD, una semana después de la
inyección. Dicha dosis de DDC no tenía efectos letales a medio o corto píazo mientras que







Sin embargo, el tratamiento a largo plazo con DDC no resultó eficaz. Se
producían recuperaciones de la actividad SOD, por lo que tras 2,5 meses de tratamiento
experimental se eliminó este compuesto del volumen inyectado.
3.- MedIda del consumo de oxf~eno -
Las medidas de consumo de oxígeno se llevaron a cabo en una cámara
termostatizada lo que permitió un control de la temperatura a lo largo del experimento.
Además, se realizaronmanteniendo el fotoperiodo al que estaban aclimatados los animales
y a las mismas horas del día para evitar posibles efectos debidos a los ritmos circadianos.
El consumo de oxígeno del animal completo ((‘02) se midió a 250<2 en
respirómetros de 4,85 1, especialmente diseñados para ello y que contenían 50 ml de agua
-desdorada en la base. Cinco animales en condiciones postabsortivas fueron colocados en
la parteinferior del respirómetro para cada serie de medidas. El espacio era suficientepara
evitar estresar a los animales, eliminando al mismo tiempo la posibilidad de que realizasen
ejercicio. Las medidas representan, por tanto, la tasa metabólica de rutina del animal. En
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la parte superior del respirómetro se colocó el electrodo de oxígeno conectado al medidor
externo y 50 ml de KOH al 10%, utilizado para absorber el CO~ que se produce en el
interior del respirómetro durante las medidas debido al metabolismo de los animales. Los
niveles de <202 fueron siempre controlados con un detector multigas Dráger. Para cada
serie de medidas se renovaba tanto el ICOH como el agua desdorada. En la parte superior
del respiróntetro se situó también un compresor encargado de recircular el aire dentro del
mismo, con un flujo de tres litros por minuto, para conseguir una homogeneidad en la
composición de los dos compartimentos, superior e inferior.
Las medidas se iniciaron después de que los animales se habituaran al
respirómetro durante la noche. El consumo de oxígeno se midió durante 8 horas y la pO2
fue registrada cada dos horas. Las medidas se realizaron dentro de un rango en el que el
consumo no es dependiente de la P
02• Las variaciones de tensión dentro del respirómetro
durante todas las medidas fueron: P02 mínima = 109±8 mmHg y p0
2 media = 114,6±7
mmHg siendo 139,9 mmHg la PO2 media del laboratorio durante las medidas. El tc>2 se
estimó a partir de la calda de P
02 (entre normoxia y 100 mmHg) durante el periodo de
medida.
El ~‘~2 se obtuvo mediante las siguientes expresiones:
VoLO
2 bUcial (STP)r. VA. [Oá 273 ______rw T1 760
[02]f 273 _______
VotO2 final (STP)- VA. ~ 7~• 760
VA = volumen de aire en ml
[O~ y ~en
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~VH2O = presión de vapor de agua
T1 y P~ temperatura y presión del Jaboratorio en el momento del cierre de la cámara
(Va2 inicial — yO2 flnal)xlOOO
gxh
g = peso del animal en gamos
h = tiempo que duró la medida en horas
Los valores se expresaron en pl 02/g.h.
4•. Medidas enzimátlcas -
A. PreparacIón de muestras
Cada año, se sacrificaron animales a lo largo de un periodo de unos tres meses,
en grupos de dos cada semana. Los animales, después de ser pesados, se sacrificaron por
desmedulación con un alfiler de cabeza gruesa y a continuación se extrajeron hígado,
pulmonesy cerebro que fueron utilizados inmediatamente. Tras las medidasdel primer año
y debido a los resultados que obtuvimos, nos pareció conveniente ampliar el estudio a otro
órgano, el riñón. Por ello, el segundo y tercer año - se extrajeron también los riñones, que
fueron congelados hasta el momento de su valoración. Se separaron distintas porciones de
cada órgano, que posteriormente serían utilizadas para los distintos tipos de medidas y
valoraciones.
Los órganos fueron pesados en una balanza de precisión y seguidamente se
procedió a su homogeneización. Esta se llevó a cabo, en el caso de las medidas enzimáticas
y el análisis de peroxidación tisular, en una solución tampón fosfato 50 mM, pH 7,4
empleándose 1 ml de tampón por cada 50 mg de tejido, excepto en el caso del cerebro, en
el que se utilizó 1 ml por cada 25 mg de tejido. La homogeneización se realizó en
homogeneizadores de vidrio tipo Pobel (teflón-vidrio) con un homogeneizador automático
Wheaton (3 movimientos a 1.000 rpm) en frío. Los homogenados resultantes fueron
Materiales y Métodos 93
sonicados también en frío con un sonicador Vibra-Ce» a una potencia de salida de 38
watios (3 periodos de sonicación de 10 s separados por dos intervalos de 20 s).
Seguidamente fueron centrifugados a 3.200 g durante 20 minutos a 50<2. Finalizada la
centrifugación, se separaron los sobrenadantes, que fueron utilizados inmediatamente para
los ensayos enzimáticos, manteniendose siempre a 50<2.
Para la medida de la actividad catalasa y citocromo c oxidasa se añadieron a
las alícuotas correspondientes Triton-X-100 y lubrol, ambos a una concentración final del
1%. Después de 30 minutos de espera se realizó la medida espectrofotométrica.
Además, del homogenado original se separó otra alícuota que fue dializada
durante la noche frente a tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 (300 mi) y que se usó para la
medida de las actividades superóxido dismutasa y giutatión reductasa, medidas que se
llevaron a cabo al día siguiente.
E. MedIda de la actividad catalasa
La medida de la actividad catalasa se realizó por el método de Beers y Sizer
(1952) descrito por LÚck (1965).Este método utiliza el descenso de absorbancia por unidad
de tiempo durante la descomposición (catalizada por la enzima) del H202. La A utilizada
fue 240 nm.
Los ensayos se realizaron en microcubetas de cuarzo, en un espectrofotómetro
con un paso de luz de 1 cm. Cada cubeta contenía, en un volumen final de 0,7 mI:
- 0,67 ml de una solución 14 mM de peróxido de hidrógeno en tampón
fosfato 50 mM, pH 7,4.
- 30 pl de muestra que se añadían en el último momento para iniciar la
reacción.
Los blancos utilizados contenían 0,67 ml de tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 y
30 pl de muestra.
Materiales y Métodos 94
Las medidas de la actividad catalasa se realizaron dentro del minuto siguiente
al momento de añadir la muestra, en el caso de hígado, pulmones y riñones de los dos
grupos control, y durante los tres primeros minutos en el caso de los animales tratados y
el cerebro de los controles, donde además dejábamos 10 segundos de retraso inicial.
Los ensayos se efectuaron a 25”<2 con un espectrofotómetro termostatizado. Es
necesario un control estricto de la temperatura a la que se lleva a cabo el ensayo, pues, a
diferencia de la catalasa de mamíferos, la CAT de A perezi presenta valores de
moderadamente altos entre 100<2 y 300<2 (Barja de Quiroga el aL 1984). Además, esta
enzima fue una de las primeras en ser analizada cada día de medida ya que su actividad
disminuye considerablemente a lo largo del tiempo, a diferencia del resto de enzimas
valoradas, que son bastante estables.
La actividad total de la enzima se expresó en unidades internacionales (Rl) por
mg de tejido (¡¡moles de sustrato/min.mg tejido); su cálculo se realizó a partir de la
expresión:




- ADO/min: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado
- E factor de dilución de la muestra
- ‘le: volumen total en cubeta (0,7 mI)
- e: coeficiente de extinción molar (43,6 x iO3 í¡M’.cnl’)
- Vm: volumen de muestra (30 ¡¡1)
- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la
homogeneización (25-50 mg)
Por cada ml de tampón fosfato se añadieron 0,1 ml de Triton-x-100. Por este
motivo se introdujo en la expresión anterior el factor 1,1.
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Para el cálculo de la actividad específica de la catalasa se determinó lacantidad
de proteína en las muestras por el método de Lowry et aL (1951).
<2. Medida de las actividades glutatión peroxídasas
La glutatión peroxidasa (GPx) es capaz de catalizar la reacción entre un
hidroperóxido (ROOH) y el glutatión reducido.
ROOH 2 GSH NADÚ
GPx GR
ROH OSSG NADPH
La enzima es específica para el glutatión, pero no sucede lo mismo respecto al
peróxido, pudiendo descomponer sustancias como H202 o hidroperóxidos orgánicos.
Existen dos formas de la enzima. La primera es dependiente de selenio y tiene
actividad frente a peróxido de hidrógeno e hidroperóxidos orgánicos. La segunda, no
selenio dependiente,.sólo presenta actividad frente a los peróxidos orgánicos.
Las actividades de la glutatión peroxidasa, usando cumeno-OOH y 11202 como
sustratos, se midieron por los métodos acopiados dé Lawrence y Burk (1976) y Paglia y
Valentine (1967) respectivamente. El primero mide los dos tipos de actividad GPx, mientras
que el segundo mide solamente actividad GP~c dependiente de selenio. -
Las actividades se estimaron por el descenso de absorbancia a 340 nm debido
a la oxidación del NADPH durante cuatro minutos desde el momento de iniciarse la
reacción y después de un minuto de retraso inicial. Las mezclas de reacción se
preincubaron durante 4 minutos sin sustrato antes de iniciar la reacción. Los ensayos se
realizaron a 250<2 en microcubetas de cuarzo y el paso de luz fue de 1 cm. Cada cubeta
contenía en un volúmen final de 0,7 ml los siguientes reactivos:
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- 0,65 ml de tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo azida sódica 4
mM, EDTA lmM, glutatión reducido (GSH) 4 mM, NADPH 0,2 mM y
una unidad de glutatión reductasa por ml.
- 25 pl de muestra.
- 25 ¡¡1 de cumeno-OOH 0,71 mM o H202 0,071 mM como sustratos.
Los blancos se prepararon con 0,675 ml de tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 y
25 pl de muestra.
La solución de tampón fosfato fue previamente burbujeada con N2 para
eliminar el ~2 disuelto. Es conveniente tomar esta precaución para evitar la autooxidación
del GSH durante las medidas.
Las concentraciones de cumeno-OOH, H20r GSH así como el pH apropiado,
fueron el resultado de experimentos previos realizados en nuestro laboratorio a fin de
encontrar las condiciones óptimas para medir la actividad GPx en 1?. perezi (López-Torres
et aL, 1988).
Cada día de medida se realizaron ensayos de la reacción no catalizada en
ausencia de muestra de tejido. En estos casos, en lugar de añadir 25 ¡¡1 de muestra, se
añadían 25 pl del tampón fosfato en el que se habla realizado la homogeneización del
tejido. Como blancos, en este caso, se utilizaron 0,7 ml de tampón de homogeneización.
Este procedimiento es necesario debido a la presencia de reacción espontánea entre el
ROOHo el H202 y el OSH en ausencia de enzima. Los valores de actividad GPx finales
se calcularon a partir de la diferencia entre el ADO de la reacción catalizada, y el ADO de
la reacción no catalizada. Los resultados se expresaron como timoles de NADPH oxidados
por minuto por mg de tejido (actividad total), o por mg de proteína (actividad específica),
utilizando para su cálculo la expresión:
ADO/min.F. V~
ACT.TOTAL (nmoles NÁDPH/min. mg tel.) =_________
6,22. io~. Vm.X
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siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado.
- F: factor de dilución de la muestra
- V~: volumen total en cubeta (0,7 mi)
- e: coeficiente de extinción molar (6,22 x
- . V~: volumen de muestra (25 Mí)
- x: mg de tejido por cada ml de
homogeneización (25-50 mg)
i0~3 nM1.cm’)
tampón fosfato empleado en la
La concentración de proteínas en las muestras se determinó por el método de
Lowry elal. (1951), y de esta forma los resultados se expresaron como actividad específica.
D. Medida de la actIvIdad glutatlén reductasa
Para el análisis de esta enzima utilizamos tampón fosfato.50 mM, pH 7,4
conteniendo EDTA 6,3 mM, NADPH 6 mM y GSSG 80 mM. Todos los sustratos de la
reacción estaban en concentraciones saturantes para la enzima de It perezi.
La actividad slutatión reductasa se midió siguiendo la oxidación del NAJDPH
a 340 nm en presencia de glutatión oxidado (GSSO) 4 mMy NADPH 0,3 mM en tampón
fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo EDTA 6,3 mM (Massey y Williams, 1965) durante 4
minutos y después de 30 segundos de retraso iniciaL Los ensayos se realizaron a 250<2.
Como siempre, utilizamos microcubetas de cuarzo y un paso de luz de 1 cm. Cada cubeta
contenía en un volumen final de 0,7 mI:
- 0,58 ml de tampón fosfato con EDTA.
- 50 ¡¡1 de muestra.
- 35 ¡¡1 de 0550.
- 35 ¡¡1 de NADPH.
Debido a que existe una oxidación espontánea en ausencia de enzima, se
corrigió la actividad glutatión reductasa delsiguiente modo: cada día se sustituyeron los 50
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pl de muestra por tampón fosfato. Los valores finales de actividad GR se calcularon a
partir de la diferencia entre el ADO de la reacción catalizada y el de la no catalizada. Para
el cálculo de la actividad se utilizó la siguiente expresión:
ACT. TOTAL (timoles NADPH/min.mgíej.) = ADO/min.K.F
6,22x10~3.Vm.X
siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado
- V~: volumen total en cubeta (0,7 mI)
- F: factor de dilución de la muestra
- e: coeficiente de extinción molar (6,22 x 10-3 nM!cn~1)
- Vm: volumen de muestra <50 ¡¡1)
- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la
homogeneización
Después de la determinación de proteínas se expresaron los resultados como
actividad específica.
L MedIda de la actIvIdad superdildo dismutasa
La mayoría de los métodos que se utilizan en la actualidad para la medida de
actividad superóxido dismutasa en muestras biológicas son indirectos (Spitz y Oberley,
1989). Estos métodos indirectos se basan en la capacidad de la SOD para inhibir una
reacción mediada por el radical superóxido. La intensidad con la que la SOD reduce la usa
de esta reacción se toma como medida de la actividad enzimática.
Nosotros hemos utilizado el método de Paoletti el al. (1986). Es un método
espectrofotométrico basado en la inhibición de La oxidación del NADH debida al radical
superóxido. Se trata de una secuencia de reacciones puramente qu!mica que conduce a la
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oxidación de este NADH y que implica el uso de EDTA, Mn (II), mercaptoetanoly oxígeno
molecular (Paoletti el aL, 1990). Este método presenta, respecto a otros análogos, las
ventajas de su mayor sensibilidad, la ausencia de interferencias (por ejemplo la interferencia
de la actividad NADH oxidasa espontánea resulta irrelevante) y la capacidad de la enzima
para lograr un 100% de inhibición de la reacción control, lo que no se consigue con otros
métodos, púrque parte de la reacción es no dependiente de superóxido. Además presenta
una buena linearidad con homogenados. Sumayor desventaja consiste en el tiempo mínimo
a emplear en cada ensayo.
Tras dializar las muestras como se describe en el apanado 4.A., es necesario
eliminar la hemoglobina presente, ya que ésta interfiere en la reacción; se precipitó con
cloroformotetanol (muestra/cloroformo/etanol. 1:0,33:0,18 y/y). Después de agitar, se
centrifugó a~ 1.200 g durante 10 minutos. Tras recoger los sobrenadantes se añadió Triton-
X-I0O al 1% y después de media hora se realizó la medida espectrofotomnétrica a 250<2.
La actividad SOD se midió en presencia y ausencia de muestra (reacción
control) siguiendo la tasa de oxidación del NADH en presencia de EDTA 5 mM, MnC½
2,5 mM, NADH 0,27 mM y mercaptoetanol 0,56 mM en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4.
Un~a unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que inhibe al 50% la tan
de oxidación del NADH y corresponde a 40 ng de SOD pura . Al hervir los sobrenadantes
durante 15 minutos la actividad SOD desapareci6 por completo.
Después de 5 minutos de incubación, se realizaron las medidas durante 4
minutos en microcubetas de cuarzo que contenían:
- 0,57 ml de tampón fosfato 50 mM , pH 7,4 previamente aireado.
26 ¡¡1 de NADH.
- 35 ¡¡1 de CJ2Mn.
- 40 pl de muestra o tampón fosfato en el caso de la reacción controL
- 40 ¡¡1 de mercaptoetanoL
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Cada día de medida se realizaban varias reacciones control (en ausencia de
muestra). Estos se hicieron segt~n la siguiente expresión:
((V0/V1)—1).V1.F.1,1.1,5
USOD/mg 14. = Vm.X
siendo:
- V0: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado de la
reacción control
- V1: incremento de absorbancia en el intervalo de tiempo considerado de la
reacción con muestra
- V~: volumen total en cubeta
- F: factor de dilución de la muestra
- V volumen de muestra <40 pl)
- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleado en la
homogeneización
Por cada ml de homogenado se añadieron 0,1 ml de Triton-x-100. Por este
motivo se introdujo en la expresión anterior el factor 1,1 y por la precipitación de
hemoglobina con cloroformo y etanol es necesario añadir el factor 1,5.
Despues de la determinación de proteínas los resultados se expresaron como
actividad específica.
E’. MedIda de la actIvidad dtocronzo £ oxIdasa
La actividad citocromo e oxidasa fue medida en alícuotas de sobrenadante, a
las que se añadió lubrol al 1%, según el método de Smith (1955). El citocromo e comercial
0,81 mM disuelto en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 fue reducido con ascorbato al 0,5%.
El ascorbato se eliminó de la solución de citocromo mediante diálisis frente a tampón
fosfato (con dos cambios de tampón y en un volumen de unos 300 mI) durante la noche.
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Antes de realizar las medidas se comprobaba el porcentaje de reducción del citocromo c,
midiendo el cociente de absorbancia a 550/565 nm. Se obtuvieron siempre valores
superiores a 9, lo que indicaba que esta reducción era completa (valores superiores a 6
indican una reducción del citocroma c del 90%).
La tasa de oxidación del citocromo e reducido (56 ¡un) se siguió a 550 nm
utilizándose citocromoe oxidadopor ferricianuro potásico 0,9 mM como blanco. La medida
se realizó en microcubetas de cuarzo durante medio minuto, registrándose los valores de
absorbancia cada 6 segundos. La temperatura a la que se realizaron las medidas fue de
250C. Los cálculos se hicieron segun la expresión:




- ADa/mm: incremento de absorbancia en el intervalo considerado
- F: factor de dilución de la ¡nuestra
- V~: volumen total en cubeta
- e: coeficiente de extinción molar (18,5 MM’.cnf’j
- y volumen de muestra
- x: mg de tejido por cada ml de tampón fosfato empleada en la
homogeneización
5.- ValoracIón de nrotefnas
Para la valoración de proteínas se ha seguido la técnica calorimétrica descrita
por Lawry el aL, (1951). La intensidad de color es directamente proporcional a la
concentración de proteína. La formación de colar se debe al reactivo de Folin
(FosfomolibdotOngstico), que es específico e interacciona con los pupos fenólicos de la
tirosina, aminoácido que se encuentra a intervalos regulares en muchasproteínas. Da lugar
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así a la formación de compuestos hemiquinónicos coloreados (tonalidad azul). Previamente
las proteínas se desnaturalizan de forma que todos los restos de tirosina quedan expuestos
al medio acuoso. Para ello es necesaria la presencia de iones cobre que se unen a las
proteínas formando un complejo Cu-protelna que deja accesibles las tírosinas al reactivo
de Folin. Este complejo reduce al reactivo de Polín dando un compuesto coloreado, siendo
máxima la producción de color a pH 10.
Para ello se utilizaron como reactivos:
- reactivo A: NaCO3 al 2% en NaOH 0,1 N
- reactivo B: CuSO4.4H20 al 1%
- reactivo O C4H4KNaO6.4H20 (tartrato Na-K) al 2%
Se tomaron 0,05 ml de muestra, añadiéndose agua destilada hasta completar
1 ml. En el caso de los blancos se utilizó 1 ml de agua destilada. -
Se mezclaron 100 partes del reactivo A, 1 parte del reactivo B y 1 parte del C.
De esta mezcla se añadieron 5 mlpor tubo y se mantuvieron incubando durante 15 minutos
a 30
0C con agitación. A continuación se preparó reactivo Folin-Ciocalteau al 50%
añadiéndose 0,5 ml por tubo. En este caso, el tiempo de incubación a 300C con agitación
fue de 30 minutos. Por último se hizo la lectura colorimétrica a 546 nm.
Para la construcción de la curva de calibrado se preparó una solución patrón
con una concentración de 8 mg/ml de albúmina bovina en agua destilada, y a partir de ésta
las distintas diluciones. El rango de concentraciones fue de 0,4 mg album./0,05 ml hasta
0,038 mg album./0,05 ¡nl
Esto dio lugar a la siguienta recta de regresión:
mg pmqmg tej. DO-a
20 1




con un coeficiente de regresión r = 0,992
x = mg de tejido por cada ml de tampón empleado en la homogeneización
6.- Análisis de la ¡peroxidación tisular kw vfro e kw vftv (sustancias TBA oositIvps~
A. Preparación de muestras
La preparación de los homogenados y la centrifugación se realizó como se
describe en el apartado 4.A.
B. Peroxidaclón tisular kw vfro. Método del ácido tiobarbftúrlco.
La concentración de productos de peroxidación tisular se midió por el ensayo
del TEA (ácido tiobarbitúrico) según Uchiyama y Mihara (1978) con algunas
modificaciones.
Además de la peroxidación de lípidos poliinsaturados, el ataque oxidativo de
los radicales libres y especies derivadas del 02 sobre hidratos de carbono, proteínas y DNA
también lleva a Ii formación de sustancias TBA positivas (Kappus, 1985; Sevanian y
Hochstein, 1985). Por ello en nuestros resultados se describen como productos de
peroxidación tisular en lugar de peroxidación lipidica.
Una vez obtenidos los homogenados se llevó a cabo el ensayo del TEA. Para
ello 140 pl de cada muestra se mezclaron con:
- 1 ml de ácido fosfórico.
- 33 pl de BHT (butilhidroxitoiueno) al 0,01% en alcohol etílico.
- 0,3 ml de TEA (ácido tiobarbitúrico) al 0,6%.
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Los blancos se prepararon con 140 pl de fosfato potásico en lugar de muestra.
La adición de BHT es necesaria para evitar sobreestimaciones del grado de
peroxidación tisular, ya que el BHT en la mezcla impide que se produzca una peroxidación
adicional de la muestra durante la fase de calentamiento de este método, lo cual provocaría
valores de TEA artificialmente altos (Pikul e: aL, 1983). Trabajos realizados en nuestro
laboratorio en tejidos de 1?. peral (Gil y Baija de Quiroga, 1988) han demostrado que 10
¡¡g de BHT en la mezcla de reacción son suficientes para cumplir este objetivo.
Tras hervir las muestras durante 4 minutos y dejar que seenfriaran en un baño
de hielo, se llevó a cabouna extracción con n-butanol, añadiéndose 1,4 ml de éste por tubo.
Después de agitar con fuerza y centrifugar a 1.700 g durante 15 minutos y a 50C se recogió
la fase orgánica y se midió la absorbancia a 535 nm.
Para construir lacurva patrón sepreparó una soluciónmadre de 200 nmoles/mnl
de MIDA y a partir de ésta, 8 soluciones de distinta concentración de MDA. El rango de
concentraciones de la curva patrón fue de 9,88 nmoles/tubo hasta 0,077 nmoles/tubo.
Para el cálculo de la peroxidación tisular en las muestras, se utilizó la siguiente
fórmula:





con un coeficiente de regresión r = 0,996
Vm: volumen de muestra (0,14 mI)
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hora de incubación en presencia de la vinflpiridina a temperatura ambiente se procedió a
la medida del 0550.
Tanto el glutatión total como el oxidado se analizaron por el método de Tietze
(1969). Se trata de un procedimiento de reciclado enzimático en el que el glutatión es
secuencialmente oxidado por el reactivo de Bilman (DTNB) y reducido por NADPH en
presencia de glutatión reductasa. El DTNLB es un cromóforo cuya forma reducida absorbe
a 412 nm y por tanto el análisis se realizó siguiendo el cambio en absorbancia a 412 nm en
presencia de 5,5’-ditiobis-2-ácido nitrobenzoico 0,6 mM, NADPH 0,21 mM y 0,5 U de GR
por ml en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 conteniendo EDTA 6,3 mM. Los valores de GSH
total y oxidado se corrigieron restando la reacción espontánea en ausencia de muestray se
expresaron en tM de equivalentes de GSH por g de tejido. El ensayo se llevó a cabo a
250C.
Para los cálculos se utilizó una curva patrón obtenida al realizar la reacción en
presencia de distintas concentraciones de GSH comercial. La curva patrón se construyó a
partir de una solución madre de GSH comercial <16 mg de GSH/250 ml de TCA al 5%-
HCI 0.0 iN). El rango de concentraciones fue de 14448 ng de GSH/cubeta. La expresión
quefinalinente empleamos para los calculos fue la siguiente:





con un coeficiente de regresión r = 0,999
y: ADO/min
F: factor de dilución de la muestra
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x: mg de tejido por cada ml de tampón
Vm: volumen de muestra (0,07 mí) -
8.- Valoración de ácido ascérbico cor HPLC
Para la determinación de ácido ascórbico en muestras biológicas se han
utilizado diversos métodos colorimétricos y electroanalíticos. Sin embargo, muchos de ellos
son pesados y largos y además tienen el inconveniente de que se producen interferencias
con otras sustancias presentes en las muestras. Se han observado también interferencias
cruzadas entre el ácido úrico y el ascórbico usando estos métodos.
Para solucionartodas estas limitaciones hemos utilizado técnicas de HPLC. La
cromatografla llquida de alta resolución presenta la ventaja de combinar una gran
sensibilidad y selectividad sin interferencias de otras sustancias endógenas. Por otro lado,
nos encontrábamos con el problema de la limitación de volumen de muestra, por lo que
resultaba imposible utilizar algunos de los métodos ya existentes en la literatura, en los que
la muestra era sometida a un pretratamiento que, además de alargar el proceso, requena
grandes cantidades de muestra.
Nuestro método (Barja de Quiroga et aL, 1991) permite el análisis eficaz de
este compuesto mediante el empleo de cromatografía de par iónico en fase reversa con
detección Uy (Figura 4).
A. Preparadón de muestras
Las muestras, tras el sacrificio de los animales, fueron congeladas a -200C hasta
el momento de su utilización. Despues de ser descongeladas se homogeneizaron, en frío,
en ácido perclórico50 mM en homogeneizadores de vidrio tipo Pobel, utilizándose 200 mg
de tejido por ml de ácido perclórico. Los homogenados se centrifugaron a 3.000 g durante
10 minutos a 50C y se filtraron los sobrenadantes (con filtros de membrana con diámetro




Figura 4.- Separación cromatográfica (HPLC) de ácido ascárbico en hígado de animales
adultos de Rana perezz.
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El cálculo de la concentración de ácido ascórbico se llevó a cabo por relación
al área de la solución estándar mediante la siguiente expresión:
MmoIes a.ascóriñco/g = área muestraárea estándar x
siendo:
- s: concentración del estándar (0,4 pmoles/ml)
- x: g de tejido por cada ml de ácido empleado en la homogeneización
B. Soluciones estándar
Las soluciones estándar se prepararon cada día justo antes de inyectarlas
(ascorbato 0,4 mM) ya que incluso en medio ácido se produce algo de degradación del
ácido íscórbico. Esta degradación no tiene lugar en el caso de las muestras, que son
estables durante horas a 50C y en oscuridad.
C. CondIciones cromatográficas
La cromatografía fue de par iónico en fase reversa y se llevó a cabo
isocráticamente utilizando una bomba Gilson 305 con un módulo manométrico 805, un
inyector Rheodyne (7125) con un puerto de inyección de 20 u1 y una columna Mecherey-
Nagel (nucleosil) de 7 pm y 100 .4 de diámetro de poro (4,6x100 mm). La fase móvil fue
acetonitrilo/agua (12,5/87,5; y/y) y contenía fosfato disódico 4,3 mM y bromuro de
miistiltrimetilamonio 1,07 mM como contraión. El pH se ajustó a 5,5 con ácido fosfórico.
El flujo fue de 0,75 ml/mm y la presión de unos26 bares. La separación cromatográficase
llevó a cabo a 25±20C. La absorbancia se registró a 280 nm con un detector Uy Gilson 115
de 1 variable (sensibilidad 0,02) y se utilizó un integrador Milton-Roy CI-4100.
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9.. Valoración de MDA nor técnicas de HPLC
A. Condiciones croniatográficas
Para la determinación del malondialdehído se utilizaron también técnicas de
HPLC de par iónico en fase reversa con el mismo tipo de columna empleada en el
apanado anterior. Concretamente, el método elegido es una modificación del descrito por
Buil y Marnett (1985).
La separación cromatográfica se realizó utilizando una fase móvil que contiene
un contraión que permite contrarrestar la carga del malondialdehído. Esto evita tener que
utilizar una columna especial de intercambio jónico, pudiendo realizar la separación en
columnas C18 de fase reversa de uso común, útiles también para la separación de sustancias
apolares y de bajo costo. La separación es isocrática, lo que permite el uso de una sola
bomba impulsora de flujo. En este caso el flujo utilizado fue de 0,5 ml/mm yla presión en
columna de unos 19 bares. La fase móvil fue acetonitrio/agua (25/75; y/y) conteniendo
fosfato disódico 10 mM y bromuro de miistiltrimetilamonio 2,5 mM como contraión. El
pH se ajustó a 7,4 con ácida fosfórico o sosa. La separación se llevó a cabo también a
25±2
0C y la detección se realizó mediante la absorción del MDA a 267 nm usando un
detector Uy (Figura 5).
E. Soluciones estándar
Para la solución estándar era necesario preparar una solución madre de
malondialdehído bis (dimetilacetal), MIDA 10 mM el día anterior o al menos unas horas
antes de la medida. Esta se preparaba por hidrólisis ácida según describen Esterbauer e:
aL (1984) utilizando MDA comercial en H
2S04 al 1%. Después de dos horas a temperatura
ambiente, la solución se guardaba en la nevera y se utilizaba en el momento de la medida.
Partiendo de está solución madre y diluyendo con Tris y acetonitrio (1:3:4) se obtenía una
solución de MDA 5 pM que era inyectada directamente en la columna.
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Figura 5.- Separacién cromatográfica de MDA (malondialdehído) en hígado de animales
adultos de Reina perezL
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C. Preparación de muestras
En cuanto a la preparación de las muestras que se encontraban congeladas a -
200C desde que los animales fueron sacrificados, se homogeneizaron en tampón Tris 30
mM y pH 7,4 ajustado con HCI, empleándose 200 mg de tejido por ml. Al homogenado se
le añadió acetonitrio (1/1; y/y) y, una vez tapados y tras agitar fuertemente durante 30
segundos, se centrifugó a 3.000 g durante 10 minutos y a 50C. Los sobrenadantes fueron
filtrados con filtros de membrana con un diámetro de poro de 0,45 pm (acetato de
celulosa) y seguidamente inyectados en la columna.
El cálculo de la concentración tisular de malondialdehído (MIDA) se realizópor
relación con el area de la solución estándar de MIDA con la siguiente expresión:
nmoles MDA/g = área muestraárea estándar x
- 5: concentración del estándar (5 nmoles/ml)
- x: g de tejido por cada ml de tampón empleado en la homogeneización
10.- Técnicas de microsconla óntlca
Se realizó un estudio a microscopía óptica de la glándula tiroides para
comprobar que el tratamiento no habla dado lugar a alteraciones histológicas. Tras la
extracción de los tiroides, éstos se sometieron a las siguientes etapas:
A. Fijación
Se llevó a cabo la fijación del tejido en formol al 10% a pH 7,4; neutralizado
con NaOH, isotonizado previamente con CINa.
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8. InclusIón
La inclusión se realizó en parafina de 58o~60o de pureza.
C. Canes
Se utilizó un microtomo para microscopia óptica y se realizaron cortes seriados
de 7 ¡±m.
D. Tinclón
La tinción se hizo con hematoxilina de Groat-Eosina.
parafinado
Se realizaron cortes tanto transversales como longitudinales. La receta de
y de tinción fue la usual en estos casos.
It- ‘Fénicos de microscopia electrónica
Se estudiaron muestras obtenidas a partir de la corteza cerebraldel telencéfalo.
La microscopía electrónica se realizó en tres fases:
- Fijación con glutaraldehído y post fijación con ácido ósniico.
- Inclusión en araldita.
- Preparación y observación de rejillas.
A. Fijación
Para la fijación de los tejidos se utilizó fosfato monosódico al 2,26% (solución
A), sosa al 2,52% (solución E) y glutaraldehldo al 25% de la siguiente forma:
41,5 ml de PO4H2Na al 2,26%
8,5 ml de NaOH al 2,52%
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El pH de la mezcla (Milionung) da alrededor de 7,3 y es necesario bajarlo a 7,1
con ácido clorhídrico iN. Inmediatamente antes de fijar los tejidos, se añadieron 12,5 ml
de glutaraldehido y en esta mezcla se dejaron las piezas de tejido de aproximadamente
ímm3 durante 4-5 horas y en nevera a 50C. Se cambió el medio por Milloning renovándolo
cada media hora 4 veces y dejándolo despues toda la noche. Al día siguiente, se cambió a
Milloning con ácido ósmico al 1% durante una hora.
E. InclusIón
1cr día:
1) Lavado con agua destilada de las piezas provenientes del ácido
ósmico.
2) Acetona al 30% en agua destilada, 30 miii.
3) Acetona al 50% 30 min.
4) Acetona al 70% 30 min.
5) Acetona al 70% más contraste (acetato de uranilo), 12 horas.
2~ día: se pusieron las cápsulas en estufa a 37<>C.
1) Acetona al 90% 30 min.
2) Acetona al 100% 30 min.
3) Acetona con sulfato de cobre 30 min.
4) Oxido de propileno 1 hora. Se cambió dos veces.
5) Oxido de propileno con Araldita 1 en proporción 3:1, 2 horas.
6) Oxido de propileno con Maldita 1(2:2), 2 horas.
7) Oxido de propileno con Araldita 1(1:3), 12 a 24 horas.
3cr día: se pusieron las cápsulas en estufa a 70
0C.
8) Maldita 1 (estufa a 50<>C, 2 horas).
9) Maldita 1 (estufa a 500C, 12-24 horas).
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4Q día:
10) Maldita II (estufa a 500C, 1 hora).
11) Maldita II (estufa a 500C, 1 hora).
Las cápsulas de gelatina se pusieron a secaren estufa a 370C durante dos días
y una hora antes de su empleo se trasladaron a la estufaa 700C. Las muestras se colocaron
en las cápsulas de gelatina secas y se llenaron con Araldita II. Después de cerrar las
cápsulas se dejaron en estufa a 700C durante 48 horas para el endurecimiento.
- Maldita 1
Componente B-azul-endurecedor 10 ml.
Componente D-verde-plastificante 0,15 ml.
Componente A/M-rojo-resina epoxi 10 ml.
-Maldita 11
Componente B-azul-endurecedor 10 mL
Componente C-amarillo-acelerador 0,4 ml.
Componente D-verde-plastiflcante 0,15 ml.
Componente A/M-rojo-resina epoxi 10 ml.
•C. Preparación y observación de rejillas
Se tallaronpirámides en las rejillas. A continuaciónse hicieron cortes ultrafinos
con un ultrainicrotomo (Reichert-Jung Ultracut E). El espesar aproximadade las cortes fue
de 1.000 A. Se utilizaron cuchillas de diamante y rejillas de cobre. Los cortes se
-contrastaron con citratode plomo. Se utilizó un microscopio electrónico Zeiss EM 902 para
analizar los cortes. Este estudio se realizó en el Centro de Microscopia Electrónica de la
Universidad Complutense de Madrid.
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12.- Métodos estadísticos
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos en el trabajo experimental se
realizaron los siguientes tratamientos estadísticos:
A. - Características ¡nuestrales
De cada conjunto de datos se obtuvieron:
- Media aritmética de cada grupo de datos (x).
- Varianza muestral corregida, ya que n es un valor pequeño (s2).
- Desviación típica de la muestra (s).
- Error típico o estándar de la media (e).
Presentándose siempre los resultados como media ±error estándar.
E. Análisis estadistico de los datos
- Análisis de varianza de una vía.
Se usó este procedimiento para el análisis de los parámetros valorados a lo
largo del periodo experimental puesto que en este caso sólo influye un factor, el tiempo de
tratamiento.
- Análisis de varianza de doble vía.
Para analizar los parámetros estudiados en los cuatro grupos experimentales
se utilizó un análisis de varianza de doble vía (ANOVA de dosvías) ya que en nuestro caso
intervienen dos factores: el tratamiento y la edad (Sokal y Rohlf, 1981).
Test de Pisher de mínima diferencia significativa (LSD).
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Este test se aplicó a posterloñ, a fin de precisar las diferencias entre grupos en
los casos que había dado significativo el ANOVA previo. En todos los casos se tomó como
grado mínimo de confianza pc 0,05.
RESULTADOS
1. PESO DE ANIMALES. ORGANOS E INDICE ORGANO-SOMATICO
1.- Peso de animales (Figura 6)
Como ya se ha mencionado en el apanado de Materiales y Métodos, se ha
llevado a cabo un seguimiento trimestral del peso de los animales. Este ha permanecido
estable a lo largo de los tres años que ha durado el periodo experimental, sin observarse
diferencias debidas a la edad o al tratamiento. En la Figura 6 se muestra la evolución del
peso en los distintos grupos experimentales. Sólo cabe señalar que los animales viejos
controles eran significativamente más grandes que los jóvenes controles (p<0,01) ya al
inicio del experimento, diferencia que se mantuvo durante la mayor parte del mismo
(pcO,OS; pcO,Ol).
2.- Peso de dreanos (Figuras 7 y 8)
El peso húmedo de hígado, riñones, pulmones y cerebro se determinó antes de
proceder a la medida de los parámetros bioquímicos. En este caso tampoco se aprecia un
efecto de la edad o del tratamiento; los pesos de los distintos órganos son similares en los
cuatro grupos experimentales. Del mismo modo, el peso de cada órgano tampoco varía
significativamente a lo largo de los tres años que ha durado el periodo experimental.
3.- IndIce oruano-somdtlco (Figuras 9 y 10, Tablas 1-4)
Para corregir la posible influencia del tamaño del animal sobre el peso de los
órganos, se calculó el índice organo-somático. No se detectan diferencias significativas en
los dos últimos años, excepto en el caso del riñón. En este caso se observa un descenso del
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Figura 6.- Variacién del peso corporal de animales jóvenes y viejos de Reina perezi durante
el período experimental. Los resultados se expresan como la media aritmética. El error








Figura 7.- Peso total de hígado (a) y pulmón (b) de animales jóvenes y viejos de Rano perezi
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Figura 8.- Peso total de cerebro (a) y riñón (b) de animales jóvenes y viejos de Rana perez¿













14,5 meses 26,5 meses







Figura 9.- Indice organo-somático de hígado (a) y pulmón (b) de animales jóvenes y viejos
de Rano perezí después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento.
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
e: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos de distinto tratamiento.



























Figura 10.- Indice organo-somático de cerebro (a) y riñón (b) de animales jóvenes y viejos
de Reina perezí después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento.














2,6 meses 14,5 meses 26,5 meses
b
14,5 meses 26,5 meses
Tabla 1.- Indice organo-somático del hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi






















Tabla 2.- Indice organo-somático del pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi












39 ± 0,4 (6)
4,2 ± 0,4 (6)
4,4 ± 0,4 (6)
4,7 ± 0,4 (5)
26,5 meses
3 9 + 0 5 (6)
4 3 + 0 4 (6)
4 5 + 0 4 (6)
42 + 03(6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
**
(p.CO,Ol)
( ) = número de datos
Tabla 3.- Indice organo-somático del cerebro de animales jóvenes y viejos de Reina perezi



















2 2 + 0 2 (6)
Tabla 4.- Indice organo-somático del riñón de animales jóvenes y viejos de Reina perezí







4 6 + 0 1 (4)
3,5 ±0,3 (4)
4,5 ±0,3 (4)





4,7 ± 0,8 (5)
Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
* (p¡CO,O5)
() = número de datos
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C• Peroxidación tisular in vitn>
La sensibilidad de los extractos tisulares a la peroxidación in vitro se estimó
incubando los sobrenadantes de las muestras con ascorbato 0,4 mM y FeSO4 0,05 mM en
tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 (2:1:1) a 250C, y a distintos tiempos según los órganos. Esta
incubación se llevó a cabo en un baño y con agitación. Los tiempos de incubación fueron
60 minutos para hígado, riñones y pulmones y 15 minutos para el cerebro. A estos tiempos,
en cada caso, la peroxidación tisular no alcanza la saturación, lo cual se comprobó en
experimentos previos.
Una vez terminada la incubación se llevó a caboel ensayo del TEA de la forma
descrita en el apartado anterior. En la fórmula es necesario incluir una modificación para
tener en cuenta la dilución de la muestra debido a la incubación.
7.- SIstema del ~IutatIón
Para la determinación del glutatión total, tanto en su forma reducida (GSH)
como oxidada (GSSG), los -órganos fueron homogeneizados rápidamente en ácido
tricloroacético (TCA) al 1% conteniendo HCI 0,01 N, en homogeneizadores de vidrio tipo
Pobel y en frío. Se empleó 1 ml de TCA por cada 50 mg de tejido excepto en el caso del
cerebro, en el que se utilizó 1 ml por cada 25 mg de tejido. La solución de TCA fue
previamente desoxigenada mediante el burbujeo de N
2. Experimentos previos muestran
cómo de esta forma se reduce el grado de autoxidación del GSH, previo a suderivatización,
evitando así valores de GSSG artificialmente altos. Una vez homogeneizadas, las muestras
fueron centrifugadasa 3.200 g durante5 minutos y a 5
0C bajo atmósfera de nitrógeno. Los
sobrenadantes fueron divididos en dos alícuotas utilizadas posteriormente para la medida
del GSH total y GSSG respectivamente.
En la alícuota en la que se iba a medir el GSSG se añadió 4 pl de 2-
vinilpiidina por cada 100 pl de sobrenadante. De esta forma se derivatiza el glutatión
reducido al mismo tiempo que se neutralizan las muestras (Grifflth, 1980). Después de una
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El primer año de medidas (1989), después de 2,5 meses de tratamiento, sí
aparecen diferencias significativas en el Indice de todos los órganos debidas en unos casos
a la edad y en otros al tratamiento.
El índice organo-somático del pulmón se ve afectado por la edad, resultando
ser significativamente menor (p<O,Ol) en los animales viejos controles que en los jóvenes,
tanto controles como tratados. Lo mismo ocurre con los viejos tratados (p <0,05) respecto
a los jóvenes tratados.
En el caso del cerebro se trata también de un descenso del Indice en el grupo
viejo control (p <0,05) respecto al joven control y tratado. A lo largo de los tres años de
periodo experimental, para este órgano se produce un descenso significativo (p<0,05) del
índice en el grupo joven control a los 14,5 meses de tratamiento.
Con el hígado, lo que observamos después de 2,5 meses de tratamiento es un
descenso del Indice en los dosgrupos tratados, jóvenes (p<0,05) y viejos (p<0,01), respecto
al viejo control. En la evolución longitudinal hay que señalar el descenso progresivo de este
índice en el grupo viejo control, descenso que llega a ser importante el último año
(p<0,01).
H. CONSUMO DE OXIGENO (Figura 11, Tabla 5)
En este apartado sólo observamos, después de 2,5 meses de tratamiento, un
ligero incremento del consumo de oxígeno de los animales viejos tratados & <0,01), no
apreciándose ningún efecto debido a la edad en los animales controles.
El consumo de oxígeno sólo varia a lo largo del experimento en el grupo joven
tratado produciéndose un incremento importante despues de 26,5 meses de tratamiento,
respecto al principio de éste (p<0,01). Este incremento es también significativo respecto
a los resultados del segundo año, despues de 14,5 meses de tratamiento «<0,05).





Figura 11.- Consumo de oxígeno de animales jóvenes y viejos deRanaperezi después de 2,5,
14,5 y 26,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al grupo
joven control (100%).
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Tabla 5.- Consumo de oxígeno de animales jóvenes y viejos de Ranaperezí después de 2,5,
14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
CONSUMO DE OXIGENO (iulO2/g. h)





65,5 ± 11,7 (9)
67,1 ± 8,7 (9)
49,8 ± 6,4 (8)
81,0 ± 7,8 (8)
93,1 ± 7,3 (8)
73,7 ± 17,1 (8)
59,9 ± 6,5 (4)
58,7 ± 9,1 (8)




Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
(v0,05)
(pcO,0l)
() = número de datos
Resultados 130
III. ESTUDIO ANUAL POR ORGANOS
1.- 2.5 meses de tratamiento
A. Hígado
ActivIdades enzimáticas (Figura 12a)
Al analizar las distintas enzimas antioxidantes y lacitocromo c oxidasa después
de 2,5 meses de tratamiento, observamos que no se producen cambios en función de la
edad en la mayor parte de las enzimas tanto en los animales controlescomo en los tratados.
Sólo en el caso de la SOD se aprecia un efecto de la edad que determina un
menor nivel de actividad superóxido dismutasa, llegando a ser significativo este descenso
en el grupo viejo control &<0,05).
También hay que señalar un incremento de la actividad GPx total (utilizando
hidroperóxido de cumeno como sustrato) en los animales viejos, tanto tratados (p <0,05)
como controles (pcO,01) respecto a los jóvenes controles. Como la GPx Se dependiente no
ha cambiado en función de la edad, los incrementos observados parecen deberse a la
actividad no Se dependiente.
Por otro lado, comprobamos que el tratamiento ha resultado efectivo ya que
después de diez semanas la actividad catalasa se encuentra inhibida en más de un 95% en
los dos grupos tratados respecto a los controles (pcO,OOl).
No ocurre lo mismo con la actividad superóxido dismutasa que, lejos de verse
inhibida, resulta inducida en los grupos tratados, tanto joven (p<0,05) como viejo (p<0,001)
entre un 150 y un 81%, a pesar de que experimentos previos hablan mostrado una
inhibición del 45% después de una semana de tratamiento con la dosis de DDC utilizada.
% DEL JOVEN CONTROL
a





Figura 12.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular ¡ti vivo e Pi vitro (b) en el
hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 2,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento.
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
c: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos de distinto tratamiento.
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La actividad glutatión reductasa también resulta inducida en los animales
tratados respecto a sus controles (pcO,Ol) en casi un 100%.
Por último, los dos tipos de actividad GPx no se ven afectadas por el
tratamiento.
Peroxldación tisular (Figura 12b)
En este apartado no hay que señalar ningún tipo de efecto significativo debido
a la edad o al tratamiento tanto en la peroxidación in vivo como in vitro. No obstante, si se
observa una tendencia a presentar valores inferiores de peroxidación ha vitro en el caso de
los grupos tratados.
La peroxidación despuésde 60 minutos de estimulación con ascorbato y FeSO4
da lugar a unos valores de sustancias TEA positivas significativamente mayores que los
endógenos (peroxidación ha vivo).
Sistema del glutatión (Figura 13)
En los distintos grupos experimentales ni la edad ni el tratamiento modificaron
significativamente ninguno de los parámetros, OSH, 0550 o GSSO/GSH. Sin embargo,
si existe una tendencia a presentar valores más altos de 0550 en los animales jóvenes
tratados.
E. Pulmón
ActivIdades enzlmíticas (Figura 14a)
De nuevo podemos comprobar la efectividad del tratamiento con inhibiciones
de la actividad catalasa de más del 90% en los dos grupos tratados (p <0,001).





Figura 13.- Sistema del glutatión en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezí
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al
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Figura 14.- Actividades enzimátícas (a) y peroxidación tisular iii vivo e iii vftro (b) en el
pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezí después de 2,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
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El resto de las actividades enzimátícas no se vieron afectadas, ni por la edad
ni por el tratamiento, aunque en elcaso de la glutatión reductasa se observa una tendencia
a presentar valores más altos en los dos grupos tratados.
Peroxldaclón tisular (Figura 14b)
El nivel de sustancias TEA positivas endógenas es similar en los distintos
grupos, independientemente de la edad o del tratamiento; lo mismo ocurre con la
peroxidación estimulada ha vitro.
Sistema del glutatlón (Figura 15)
Tampoco aquí hay que señalar diferencias entre los pupos debidas a la edad
o al tratamiento, aunque si seobserva una tendencia a presentarniveles más altos de GSSG
y GSSG/GSH en los grupos tratados.
C. Cerebro
Actividades enzimétícas (Figura 16a)
En este órgano también se observa una inhibición de la actividad catalasa en
los dos grupos tratados, joven (p<0,001) y viejo (p<0,05) que oscila entre un 85-90%.
El intento de inhibir la actividad superóxido dismutasa tampoco ha resultado
efectivo en este caso a diferencia de lo encontrado en experimentos previos en los que tras
una semana de tratamiento con esta dosis de DDC se alcanzaron inhibiciones del 79%.
El tratamiento provoca aquí un descenso de la actividad glutatión peroxidasa
utilizando hidroperóxidode cumeno como sustrato, que es significativo solamente en elcaso
del grupo viejo tratado.
El resto de las enzimas no se ven afectadas por el tratamiento ni por la edad.






Figura 15.- Sistema del glutatión en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al
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Figura 16.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular in vivo e iii viti-o (b) en el
cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 2,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).












SOD CAT GPxCUM GPxH O GR22
b
TBA vivo TBA vitro
Resultados 138
Peroxidación tlsular (Figura láb)
Los nivelesde peroxidación tisular fra vivo no varfan en función de la edad, pero
si se produce un aumento de estos niveles debido al tratamiento (p <0,05) en los dos grupos
de edad.
Por el contrario, la sensibilidad a la peroxidación estimulada ha ¡41w no varía
en función de la edad o del tratamiento.
SIstema del glutatión (Figura 17)
Tampoco en esta ocasión la edad o el tratamiento afectan a los niveles de
GSH. En cuanto al GSSG, sus niveles en este órgano fueron inferiores al limite de
detección.
1). Curva de supervivencia (Figura 18)
La tan de supervivencia en este punto del experimento fue la misma en todos
los grupos (100%) acepto en el de animales viejos tratados en el que murió un animal
(98%)
2.- 14.5 meses de tratamiento
A. ¡ligado
Actividades enzimáticas (Figura 19a)
Despues de 14,5 meses, el tratamiento continúa siendo efectivo, con
inhibiciones de la actividad CAT de alrededor del 90% en los dos pupos tratados
(p<0,00l).















Figura 17.- Sistema del glutatión en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 2,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al
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Figura 19.- Actividades enzimáticas (a), y peroxidación tisular iii vivo e iii viti-o y MDA (b)
en el hígado de animales jóvenes y viejos de Reina perezí después de 14,5 meses de
tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto algrupo joven control (100%).
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento.
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También se mantienen o aumentan (160-100%) las inducciones de actividad
superóxido dismutasa en estos grupos (p<O,OO 1). En el caso de la actividad glutatión
reductasa (0,001) la inducción es ahora mucho más potente que la observada el año
anterior, alcanzando valores del 900-600% y parece que la edad disminuye (50%) la
intensidad de dicha inducción (p.cO,00l).
El tratamiento además provoca la inducción de la actividad (IPx utilizando
hidroperóxido de cumeno como sustrato, aunque sólo alcanza la significación en el caso del
grupo viejo tratado (p ¿0,05).
Las demás actividades no se ven modificadas ni por la edad ni por el
tratamiento.
Peroxidaclén tlsular y MDA (Figura 19b)
No se observan diferencias significativas en la peroxidación tisular ni en los
niveles de malondialdehido determinados por HPLC en ningún caso.
Sistema del glutatión y ácido ascórbico (Figura 20)
El tratamiento provoca un aumento en los niveles de GSH (120-100%) y de
ácido ascórbico (120-116%) en los animales jóvenes y viejos respectivamente (pcO,OOi).
En cuanto al cociente GSSC*/GSH, el incremento que se observa debido a la
edad en el grupo viejo control &<0,001) se vio contrarrestado por el tratamiento,
resultando significativamente menores <j <0,001) los valores en el grupo viejo tratado si lo
comparamos con el viejo control.
B. Pulmón
% DEL JOVEN CONTROL





Figura 20.- Sistema del glutatión y ácido ascórbico en el hígado de animales jóvenes y viejos
de Reina perezi después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento.










Actividades enzimétícas (Figura 2la)
La inhibición de la actividad catalasa (alrededor del 90%) debida al tratamiento
se mantiene (p <0,001) independientemente de la edad de los animales.
Además, después de 14,5 meses, es apreciable también en este órgano una
inducción de la actividad GR (cerca del 50%) en los dos grupos tratados (p <0,05).
a la edad o
En el resto de las actividades enzimáticas no se observan diferencias debidas
al tratamiento.
Peroxidaelda tisular (Figura 21b)
No cabe señalar diferencias significativas en este apartado.
Sistema del glutatid. (Figura 22)
En estecaso tampoco las diferencias alcanzaron la significación, pero sí parece
existir una tendencia a presentar valores de (3SH mayores y de GSSG/GSH menores en
los dos grupos tratados.
C. Cerebro
Actividades enzlmdtlcas (Figura 23a)
La inhibición de la actividad CALi’ (alrededor del 90%) debida al tratamiento
también se mantiene en este órgano (p<0,001) en los dos grupos de edad.
Y, al igual que ocurría con el pulmón, hay que señalar la inducción de la
actividad GR (p <0,05) debida al tratamiento (50-100%).
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Figura 21.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular fn vivo e in viti-o (b) en el
pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
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Figura 22.- Sistema del glutatión en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al
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Figura 23.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular iii vivo e iii viti-o (b) en el
cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento. -
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
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La actividad de las demás enzimas antioxidantes analizadas, así como la de la
citocromo c oxidasa, no se ven afectadas por el tratamiento y tampoco hay diferencias
atribuibles a la edad.
Peroxidación tisular (Figura 23b)
El tratamiento crónico con AT ha tenido efecto sobre los niveles de
peroxidación tisular ha vivo, incrementándolos tanto en el caso del grupo joven tratado
(p<O,Ol) como del viejo (p<O,OS).
No ocurre lo mismo con la peroxidación estimulada ha vino. La edad sigue la
pauta más generalizada en este estudió y no parece dar lugar a ninguna variación.
Sistema del glutatión (Figura 24)
Ni la edad ni el tratamiento tuvieron efecto alguno sobre los niveles de GSH,
que son similares en los cuatro grupos experimentales.
ft Riñón
Actividades enzlmdtfras (Figura 25a)
La inhibición de la actividad CALi’ debida al tratamiento ha resultado una vez
más muy eficaz en los animales tanto jóvenes (p<O,Ol) como viejos (pcO,001). La
inhibición oscila entre el 90 y el 85% respectivamente.
También aqul, como en los demás órganos, la actividad GR se induce como
consecuencia del tratamiento (p.c0,O0l). Los incrementos resultan muy acusados (600%-
940%), como en el hígado, alcanzando actividades de hasta nueve veces la del controL
Además, en este órgano el tratamiento afecta también a la actividad (IPx. Y
así, usando hidroperóxido de cumeno como sustrato, el tratamiento provoca un descenso








Figura 24.- Sistema del glutatión en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al



















Figura 25.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular iii vivo e iii viti-o (b) en el
riñón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
a: diferencia significativa entre animales jóvenes y viejos del mismo tratamiento
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
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de esta actividad que sólo llega a ser significativo en el caso del grupo viejo tratado
respecto al viejo control (p<0,Ol). Cuando el sustrato utilizado es peróxido de hidrógeno,
el descenso de actividad es aún mayor en el caso del grupo viejo tratado (pcO,OOl),
descenso que también alcanza la significación en el grupo joven tratado (pc 0,05). AsE
mismo, la edad también parece en esta ocasión afectar a la actividad, observándose un
incremento en el grupo viejo control (p <0,05).
Peroxidaclón tisular (Figura 25b)
Se detectó un ligero incremento de la peroxidación ha vivo debido al
tratamiento, en el grupo viejo tratado (p<O,OS) respecto al viejo control, pero no en los
animales jóvenes.
Sistema del glutatién y ácido ascérbico (Figura 26)
El tratamiento provoca la inducción (p<O,OS) tanto del GSH (60-90%) como
del ácido ascórbico (130%), aunque en el caso del ácido ascórbico el incremento en el
grupo viejo tratado no alcanza la significación estadística.
E. Curva de supervivencia (Figura 27)
Después de 14,5 meses de tratamiento y como era de esperar, la tan de
supervivencia fue mayor en los animales jóvenes que en los viejos. En cuanto al efecto del
tratamiento, dentro del mismo grupo de edad, la tan de supervivencia fue mucho mayor
en los grupos tratados que en los cdntroles. Este hecho fue especialmente relevante en el
caso de los animales viejos, siendo la tan de supervivencia de los controles de sólo un 46%
frente al 91% de los tratados.
3.- 26.5 meses de tratamiento
A. Hígado












Figura 26.- Sistema del glutatión y ácido ascc5rbico en el riñón de animales jóvenes y viejos
de Rana perezi después de 14,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).
















Figura 27.- Curva de supervivencia de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de
14,5 meses de tratamiento.
a
—
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Actividades enzimdtkas (Figura 28a)
La actividad CAT después de 26,5 meses de tratamiento se mantiene inhibida
en los dos grupos tratados (pcO,OOl) en más de un 95%, como ha ocurrido a lo largo de
todo el periodo experimental.
En cuanto a las inducciones debidas al tratamiento observadas el año anterior,
siguen existiendo (540-600%) en el caso de la GR (p <0,001) aunque la magnitud de la
inducción es ahora mucho menor que la observada a los 14,5 meses de tratamiento; en
cuanto a la SOD, su inducción ha dejado de ser significativa en el grupo viejo tratado y ha
disminuido (p<O,OS) en el grupo joven tratado (120%). No se observa ningún efecto del
tratamiento sobre las demás actividades enziniáticas.
De igual forma, la edad tampoco determina variaciones en ninguna de las
actividades enzimáticas en este órgano.
Peroxidaclén tlsulary MDA (Figura 28b)
Tampoco en los niveles de peroxidación, siguiendo la pauta observada en años
anteriores, aparece ninguna diferencia significativa.
Sistema del glutatida y ácido ascórbico (Figura 29)
En este caso, como también ha ocurrido con la actividad SOD, se ha perdido
la inducción del GSH observada el año anterior. Por otro lado el 0550 alcanza niveles más
altos en los dos grupos tratados, llegando a ser estadísticamente significativo (p<0,05) en
el caso del grupo viejo tratado respecto al viejo control (150%).
Por el contrario, la inducción del ácido ascórbico en los dos grupos tratados se
mantiene respecto al año anterior (p<0,001) e incluso es más pronunciada (240-190%).
B. Pulmón









Figura 28.- Actividades erizimáticas (a), y peroxidación tisular in vivo e iii viti-o y MDA (b)
en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 26,5 meses de
tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
* (p.cO,05); (p<O,OOl)
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Figura 29.- Sistema del glutatión y ácido ascórbico en el hígado de animales jóvenes y viejos
de Rana pei-ezi después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en
% respecto al grupo joven control (100%).
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Actividades enzimáticas (Figura 30a)
La inhibición de la actividad catalasa (90%) se mantiene en los dos grupos de
edad (p<O,OOl). Hay que señalar la pérdida de la inducción de actividad GR observada el
año anterior despues de 14,5 meses de tratamiento. No encontramos cambiossignificativos
debidos a la edad o al tratamiento para ningún otro parámetro.
Peroxidaclón tisular (Figura 30b)
Los datos de la Figura 30b ponen de manifiesto una vez más la ausencia de
efectos atribuibles al tratamiento o a la edad. No obstante, cabe mencionar los valores algo
más bajos de peroxidación ka pUro en los grupos tratados, pero que como ya ha ocurrido
antes, no alcanzan la significación.
Sistema del glutatión (Figura 31)
No encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos para
el GSH aunque los animales viejos tratados presenten valores algo inferiores. Pero si es
interesante destacar la tendencia a aumentar de los niveles de GSSG y del cociente
GSSG/GSH en los dos grupos tratados. Estas diferencias no llegan a ser significativas
debido a la gran variabilidad observada.
C. Cerebro
Actividades enziméticas (Figura 32a)
Al igual que en el caso del pulmón, se mantiene la inhibición de la actividad
catalasa (más de un 85%) en los dos grupos de edad (pcO,OO1). También se ha perdido la
inducción de la actividad GR. observada el año anterior después de 14,5 meses de
tratamiento.
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Figura 30.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular iii vivo e in viti-o (b) en el
pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezí después de 26,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
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Figura 31.- Sistema del glutatión en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezz
después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al
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Figura 32.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular iii vivo e in viti-o (b) en el
cerebro de animales jóvenes y viejos de Rauia pei-ezi después de 26,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
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Peroxidaclón tisular (Figura 32b)
Todos los grupos presentan valores de peroxidación fn vivo e ha viti-o similares,
no viéndose afectados por el tratamiento o la edad.
Sistema del glutatión (Figura 33)
En los cuatro grupos de trabajo encontramos niveles de GSH del mismo orden,
ni la edad ni el tratamiento provocan modificación alguna.
D. Riñón
ActivIdades enzimáticas (Figura 34a)
La inhibición de la actividad CAT debida al tratamiento permanece constante
entre los mismos niveles (85-90%) en los dos pupos de edad (pcO,OOl).
En cuanto a la inducción de actividad GR observada el año anterior, debida
también al tratamiento, sigue existiendo (570-400%) aunque tiende a descender en este
órgano respecto al año anterior (p<O,OOI).
Los descensos de actividad (IPx utilizando hidroperóxido de cumeno como
sustrato debidos al tratamiento son menores y dejan de ser significativos. Sólo en el caso
de la actividad (IPx utilizando 14202 como sustrato se mantiene la significación en el caso
de los animales viejos tratados respecto a los viejos controles (p <0,05).
El resto de las actividades no se ven alteadas ni por la edad ni por el
tratamiento.
Peroxldaclén tisular (Figura 34b)
En estecaso los cuatro pupos experimentales presentan valores similares para









Figura 33.- Sistema del glutatión en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana pei-ez¿
después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en % respecto al









96 DEL JOVEN CONTROL
600
tUib
CAT GPxCUM GPxH O
22





Figura 34.- Actividades enzimáticas (a) y peroxidación tisular in vivo e in viti-o (b) en el
riñón de animales jóvenes y viejos de Rana pei-ezi después de 26,5 meses de tratamiento.
Los resultados están expresados en % respecto al grupo joven control (100%).
b: diferencia significativa entre animales controles y tratados de la misma edad.
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ambos parámetros, peroxidación ka vivo e iii viii-o.
Sistema del glutatión y ácido ascórbico (Figura 35)
Como ya ha ocurrido con otros parámetros se pierde la inducción del GSHy
ácido ascórboco observadas el año anterior después de 14,5 meses de tratamiento crónico
con
E. Curva de supervIvencia (Figura 36)
En la fase final del experimento entre los 24 y 33 meses de tratamiento, los
animales tratados que hablan mostrado una menor tasa de mortalidad temprana, entraron
en una fase rápida de mortalidad aguda. La vida máxima fue la misma para los dos pupos
de animales viejos, controles y tratados. Después de 33 meses de tratamiento sólo los
animales del grupo joven control seguían vivos y el experimento se dio por concluido.
IV. ESTUDIO LONGITUDINAL POR ORGANOS
Pasamos a exponer ahora los resultados de la comparación longitudinal de los
parámetros, realizada paracada uno de los pupos a lo largo de los tres añosque ha durado
el periodo experimental.
1.- MInh
A. ActIvIdades enzimátícas (Tablas 6-10)
En general no se observan diferencias en función de la edad. No obstante, hay
que señalar el incremento de actividad SOD en los dos grupos de animalesviejos, controles
y tratados, después de 14,5 meses de tratamiento (p<0,01), para posteriormente
estabilizarse.















Figura 35.- Sistema del glutatión y ácido ascórbico en el riñón de animales jóvenes y viejos
de Rana perezí después de 26,5 meses de tratamiento. Los resultados están expresados en
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Figura 36.- Curva de supervivencia de animales jóvenes y viejos de Ranapei-ezi después de
33 meses de tratamiento.
Tabla 6.- Actividad SOD en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después
de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.













71 8 + 15 5 (6)0
1978 + 411 (6)




63 7 + 9,7 (6)0
155 6 + 38,5 (6)
113 4 + 21,0 (6)
Tabla 7.- Actividad CAT en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana pei-ezi después
de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.







612,3 ± 89 (7)
29,3 ± 5,2 (7)
23,8 ± 3,2 (7)
14,5 meses
1010,0 ±100 (6)
9440 + 113 (5)
*
100 0 + 32 (6)0
1060+ 41(6)
26,5 meses
915 0 + 170 (6)
8690 + 109 (6)
480k 12(6)
460-.- 15(6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
* (p<O,O5)
** (p<O,Ol)
() = número de datos
Tabla 8.- Actividades GPx utilizando cumeno y H202 en el hígado de animales jóvenes y
viejos de Rana pei-ezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.














62,7 ± 7,8 (6)
26,5 meses
*
428 + 2,5 (6)~
41 7 + 18,3 (6)
515 + 8,2 (6)
55 9 + 16,0 (6)











11,1 t 2,2 (6)
18,0 ±3,8 (5)
12,1 ±1,0 (6)




274 + 44 (6f
21 5 + 5 3 (6)
16 6 + 2 6 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices




() = número de datos
Tabla 9.- Actividad GR en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después
de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.






12,3 ± 1,9 (8)
12,3 ± 2,1 (8)
23,2 ± 2,2 (8)
24,1 ± 4,0 (8)
14,5 meses
77~ 14(6)





8,6 ± 1,3 (6)
4**604 + 9,4(6)0
64 5 + 10,0 (6)0
Tabla 10.- Actividad COX en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.






0021 + 0,007 (6)
0 021 ~0,006 (6)
0024 + 0,007 (6)
0 021 + 0,006 (6)
26,5 meses
0015 + 0,004 (6)
0012 -‘- 0,002 (6)
0015 + 0,002 (6)
0013 + 0,002 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
(p<O,OX)
(p<0,OOX)
() = número de datos
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La actividad CAT del grupo joven tratado está menos inhibida a los 14,5 meses
de tratamiento (p<O,OS).
En el grupojoven control la actividad (IPx, utilizando hidroperóxido de cumeno
como sustrato, muestra una tendencia a aumentar en función del tiempo de permanencia
en el laboratorio (p.cO,O5). Lo mismo ocurre con los animales viejos controles cuando el
sustrato utilizado es peróxido de hidrógeno.
Por último, destacar que la actividad GR de los dos grupos tratados sufre un
gran incremento a lo largo del periodo experimental (pcO,OOl).
B. Peroxidaclén tisular y MDA (Tablas 11 y 12)
En este caso se produce un descenso progresivo y sistemático de los niveles de
peroxidación tisular tanto ka vivo como ka vito, en función del tiempo de permanencia en
el laboratorio, alcanzando la significación en el caso de los animales viejos tratados para.
la peroxidación ka vivo (p<0,0l), y en todos los casos cuando se trata de la peroxidación ka
viti-o (p<O,OS).
No se observan variaciones en los niveles de MDA entre el segundo y tercer
año.
C. Sistema del glutatlón y ácido ascórbico (Tablas 13-15)
Los niveles de GSH de los dos pupos tratados, jóvenes (p.c 0,05) y viejos
(p<0,001) se incrementan después de 14,5 meses de tratamiento para volver a descender
posteriormente.
En cuanto a los niveles de (ISSG, tienden a descender en los animales
controles, pero este descenso sólo es significativo en el pupo viejo control (p <0,05).
Ni el cociente GSSG/GSH ni los niveles de ácido ascórbico muestran
Tabla it- Peroxidación tisular iii vivo e ka vitro (sustancias TBA positivas) en el hígado de
animales jóvenes y viejos de Ranaperezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
















50 9 + 8 3 (6)
642 + 91(6)
57 3 + 9 7 (6)
486 + 66











119 1 + 34 5 (5)
1111 + 64(5)0*
160 0 + 34 1 (6)
158 1 + 27 5 (5)
26,5 meses
*794 + 15,6 (6)0
*111 9 + 22,6 (6)0
109 2 + 28,3 (6)
67 8 + 12,0 (6)a~b
4
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
* (p<O,OS)
4* (pcO,Ol)
() = número de datos
Tabla 12.- Niveles de MDA en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi







22 • 0,8 (4)
46 + 3,8 (4)
2 1 + 0,6 (5)
27 + 1,0 (5)
26,5 meses
481 + 1,35 (6)
264 + 0,62(5)
1 21 + 0,36 (3)
2 76 + 0,96 (5)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar.
() = número de datos
Tabla 13.- Niveles de glutatión reducido en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana













1 76 + 0 21 (6)
*5 22 + 1 10 (6)0
*4*
483 + 038 (6)0
26,5 meses
1 17 + 0,47 (6)
1 22 + 0,40 (6)
253 + 1,11
1 56 + 0,30 (S)b44
Tabla 14.- Niveles de ácido ascórbico en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rano







0 62 + 0,067 (4)
046 + 0,10 (4)
138~0,09 (5)
134 + 0,21 (5)
26,5 meses
0 54 0,06 (6)
063 + 0,03 (6)
1 86 + 0,23 (6)
1 57 + 0,21 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices




() = número de datos
Tabla 15.- Sistema del glutatión en el hígado de animales jóvenes y viejos de Rana perezi












010 + 005 (6)
019 + 003(6)
015 + 002(6)
0 16 + 0 04 (6)
26,5 meses
0046 + 0,007(6)
0040 + 0,006 (6)a~b
o 120 + 0,040 (6)







0,067 + 0028 (8)
0,096 ±0,033 (8)
0,134 ±0,061(7)
0,077 + 0018 (7)
14,5 meses
0,041 ±0,016 (6)
0 104 + 0 007 (6)
0 030 + 0 005 (6)
o 036 + 0 009 (6)
26,5 meses
0076 + 0,020 (6)
0049 + 0,012 (6)
0071 + 0,019 (6)
0 057 + 0,008 (5)
Los resultados se expresan como la media
muestran diferencias significativas con el
(PC0,05)() = número de datos
aritmética ±el error estándar. Los superíndices
grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
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variaciones significativas a lo largo del periodo experimental.
2.- fÉnÉn
A. ActivIdades enzimáticas (Tablas 16-20)
Prácticamente no se produce ninguna variación en los niveles de las distintas
actividades en función del tiempo transcurrido en el laboratorio. Sólo cabe mencionar, en
el grupo jovencontrol, el descenso de la actividad GPx utilizando hidroperóxido de cumeno
como sustrato, después de 14,5 meses desde el inicio de el estudio (p <0,01) y su posterior
recuperación.
B. Peroxidación tisular (Tabla 21)
De nuevo, como ya ocurría en el caso del hígado, se produce un descenso
sistemático y progresivo de los niveles de peroxidación tanto itt. vivo como itt vito,
alcanzando la significación en todos los grupos.
Después de 14,5 meses de experimento, el descenso en los niveles de
peroxidación itt vivo es ya significativo en las dos pupos de animales jóvenes, controles
(pc0,OS) y tratados (p<O,01) yen los viejos controles (pcO,O1). Transcurridos 26,5 meses,
el descenso es generalizado y resulta significativo tanto para los animales controles de
ambas edades (p.c0,0l), como para los tratados jóvenes (p.c0,0O1) y viejos (pcO,05).
Algo parecido ocurre con la peroxidación itt Wtm, cuyos descensos a lo largo del
periodo experimental son significativos en los dos pupos jóvenes (p.c 0,05) y en el viejo
control (p <0,001).
C. Sistema del glutatídn (Tablas 22 y 23)
Fijándonos en los niveles de GSH, en el grupo viejo tratado se produce un
incremento a la mitad del periodo experimental (p<0,05) para descender al final del
Tabla 16.- Actividad SOD en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi





















Tabla 17.- Actividad CAT en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rano perezi
después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
ACTIVIDAD CAT (pinoles H202/min . mg prot)
2,5 meses 14,5 meses 26 5 meses
JOVEN CONTROL 75,3 ±5,9 (7) 1020 + 160 (6) 106,0 ±8,0 (6)
VIEJO CONTROL 105,5 ±19,3 (7) 89,0 ± 5,8 (6) 111 0 + 12,0 (6)
JOVEN TRATADO 7,3 ± 1,6 (7) 90 + 30 (6) 120 + 3,0 (6)
VIEJO TRATADO 6,0 ±1,6 (7) 10 0 + 40 (6) 8,0 ± 2,0 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar.
() = número de datos
2,5 meses
Tabla 18.- Actividades OPic utilizando cumeno y H~2 en el pulmón de animales jóvenes
y viejos de Rano perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.








57,3 ± 7,8 (8)





43 3 + 7 2 (6)
49 1 + 4 7 (6)
26,5 meses
46,0 ± 5,0 (6)
56 4 + 11,0 (6)
49 5 + 10,2 (6)
46,5 t 3,9 (6)

















51 1 + 6 5 (6)
39 1 + 9 1 (6)
37 2 + 2 5 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices




( ) = número de datos
Tabla 19.- Actividad GR en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Ranoperezi después
de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.




















Tabla 20.- Actividad COX en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana pei-ezi
después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.







0,027 + 0 014 (6)
0,011 + 0002(6)






Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar.
( ) = número de datos
Tabla 21.- Peroxidación tisular in vivo e iii vitro (sustancias TBA positivas) en el pulmón
de animales jóvenes y viejos de Rano perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de
tratamiento.






89,0 ± 10,5 (8)
92,5 ± 11,1 (8)







53 9 + 12 1 (5)
26,5 meses
.4307 + 6,4 (4)0
4*
33 0 + 11,5 (6)0
*4*
21 0 + 5,2 (6)0
*26 9 + 12,4 (5)0











109 2 + 39 3 (4)
4*.372 + 39(5)0
108 8 + 26 1 (6)
140 5 + 45 1 (5)
26,5 meses
*
58 1 + 10,3 (5)0
4**
77 2 + 17,8 (6)0
*
51 2 + 13,5 (5)0
69 8 + 18,9 (5)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices




() = número de datos
Tabla 22.- Niveles de glutatión reducido en el pulmón de animalesjóvenesy viejos de Rano












079 + 009 (6)
0,86 ±0,12 (6)
099 + 010 (6)
151 + 060(6)0
26,5 meses
044 + 0,19 (6)
0,48 ±0,16 (6)
0 51 + 0,33 (6)
0,21 ±0,05
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 25 meses; b 14,5 meses
(p<o,05)() = número de datos
Tabla 23.- Sistema del glutatión en el pulmón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi





















0 024 + 0,008 (6)
0023 + 0,009(6)








0,024 + 0 003 (7)
0,027 + 0 008 (8)
0,036 + 0 008 (8)
0,047 ±0,010 (8)
14,5 meses
0069 + 0023 (6)
0,037 ±0,012 (6)
0,031 t 0,009 (6)
0023 + 0004(6)
26,5 meses
0 143 + 0,060 (6)
0150 + 0,117 (6>
0530 + 0,310 (6)
1 780 + 1,500 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
* (p’c 0,05)
() = número de datos
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mismo.
Lo mismo sucede con los valores de GSSG del grupo joven control (p.cO,05).
3.- Cerebro
A. Actividades enzlmátícas (Tablas 24-28)
La actividad SOD del grupo viejo control se incrementa (p<O,OI) tras 14,5
meses de periodo experimental, para estabilizarse después. En el caso del grupo joven
tratado el incremento es progresivo (p <0,05), alcanzando elvalor máximo a los 26,5 meses
de tratamiento.
En el pupo joven control la actividad CAT se eleva a los 14,5 meses para
después volver a descender (p.c0,05).
Por último, señalar el incremento en función del tiempo de la actividad GPx
utilizando peróxido de hidrógeno como sustrato en el grupo viejo tratado (p.c0,05).
B. Peroxldadón tisular (Tabla 29)
En este órgano el descenso del contenido de sustancias TEA positivas ka vivo,
en función del tiempo, tiene lugar en los dos grupos tratados, jóvenes y viejos. Este
descenso se produce desde el comienzo del experimento (p<0,05) y llega a ser importante
al final (p<0,001).
Sin embargo, en este caso el descenso de los niveles de peroxidación itt vitro no
es tan homogéneo y sólo alcanza la significación en el pupo joven control donde además,
al final del periodo experimental los niveles de peroxidación vuelven a aumentar (p.c0,01).
C. Sistema del glutatién (Tabla 30)
Tabla 24.- Actividad SOD en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rano perezi
después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.







47,2 ± 9,5 (7)
45,6 ±10,8 (7)
40,5 ± 7,0 (8)
14,5 meses
*
1524 + 524 (6)0
1387 + 260(6)0
1037 + 266(6)
1169 + 267 (6)
26,5 meses
81,5 ±21,9 (6)
96 0 + 22,9 (6)
*129 1 + 34,7 (6)0
121 3 + 46,1 (6)
Tabla 25.- Actividad CAT en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rano perez¿
después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.



















2 5 + 0 5 (6)
2 1 -4- 0 5 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices






() = número de datos
Tabla 26.- Actividades GPx utilizando cumeno y H202 en el cerebro de animales jóvenes
y viejos de Rano perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.
ACTIVIDAD
2,5 meses
GPx~ (timoles NADPH/min . mg prot)





53,3 ± 5,0 (8)
71,2 ±11,9 (8)
52,6 ±6,4 (8)
46,9 ± 5,3 (8)
53,9 ± 6,0 (6)
620 + 95(6)
653 + 109(6)
63,0 ± 9,4 (6)
499 + 10,0 (6)
56 3 + 10,4 (6)
431~ 9,5(6)
504 + 8,6 (6)
ACTIVIDAD GPx11 (nmoles NADPH/min. mg prot)

















Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: a 2,5 meses; b 14,5 meses
* (pCO,05)
() = número de datos
Tabla 27.- Actividad GR en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después
de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.




















Tabla 28.- Actividad COX en el cerebro de animales jóvenes y viejos de Rana perezi
después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.







0,030 + 0011 (6)
0,041 + 0012 (6)






Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar.
() = número de datos
Tabla 29.- Peroxidación tisular iii vivo e iii vitro (sustancias TBA positivas) en el cerebro
de animales jóvenes y viejos de Rano perezi después de 2,5, 14,5 y 26,5 meses de
tratamiento.






























1433 ± 25 (2)
14,5 meses









Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices





() = número de datos
Tabla 30.- Niveles de glutatión reducido en el cerebro de animales jóvenes y viejos de












1 24 + 0 15 (6)
1 26 + 0 16 (6)
1 32 + 0 17 (4)
1 24 + 0 10 (5)
26,5 meses
0 78 + 0,28 (6)
0 81 + 0,20 (6)
0 95 + 0,56 (6)
0 96 + 0,59 (6)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar.
( ) = número de datos
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En el caso del GSH no se han producido cambios a lo largo del periodo
experimental.
4.. RIñón
A. ActivIdades enz¡mdtkas (Tablas 31-35)
A nivel renal la única actividad enzimática que sufre alguna variación en
función del tiempo es la de la citocromo c oxidasa de los dos grupos jóvenes, que desciende
ligeramente (p.c0,05).
El resto de las actividades permanecen bastante constantes con la edad.
B. Peroxldaclón tisular (Tabla 36)
En este caso no hay que señalar variaciones para la peroxidación, tanto itt vivo
como itt vilm.
C. Sistema del glutatión y ácIdo ascdrbico (Tablas 37 y 38)
Al igual que en el cerebro tampoco se producen variaciones en función de la
edad.
V. ESTUDIO A MICROSCOPIA OPTICA DEL TIROIDES
1.- YianilzasMn (Figura 37)
Las preparaciones de los cortes de tiroides de nuestros animales muestran
tiroides normales. No hay formaciones anómalas ni en el epitelio folicular, ni en los
folículos tiroideos ni en el coloide.
VL ESTUDIO A MICROSCOPIA ELECTRONICA DEL CEREBRO
Tabla 31.- Actividad SOD en el riñón de animales jóvenes y viejos de Rano perezi después
de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.









94 + 19 0 (4)
26,5 meses
85 ± 9 (4)
94 ±33 (5)
60 ± 9 (5)
105 ±35 (4)
Tabla 32.- Actividad CAT en el riñón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después
de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.













16 ± 4 (5)
15 ±6 (4)
Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar.
() = número de datos
Tabla 33.- Actividades GP5c utilizando cumeno y H202 en el riñón de animales jóvenes y
viejos de Rana perezí después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.













103 ± 13 (5)
88 ±20 (4)











86 ± 5 (4)
93 ± 21 (5)
69 ± 11 (5)
50 ±11 (4)
Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar.
() = número de datos
Tabla 34.- Actividad GR en el riñón de animales jóvenes y viejos de Rana perezi después
de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.






13 ± 1,7 (4)
19~ 30(4)
92 ±13,0 (4)






Tabla 35.- Actividad COX en el riñón de animales jóvenes y viejos de Ranaperezi después
de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.






o 025 + 0,003 (4)
0 021 + 0,006 (4)
0 027 + 0,001 (4)






Los resultados se expresan como la media aritmética ±el error estándar. Los superíndices
muestran diferencias significativas con el grupo: 14,5 meses
(p<0,O5)




Tabla 36.- Peroxidación tisular itt vivo e itt vitro (sustancias TBA positivas) en el riñón de
animales jóvenes y viejos de Rana perezi después de 14,5 y 26,5 meses de tratamiento.









90 ± 18 (3)
26,5 meses












113 ± 12 (4)






Los resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar.
() = número de datos
Tabla 37.- Niveles de glutatión reducido en el riñón de animales jóvenes y viejos de Rana







073 + 0,12 (4)





0 70 + 0 07 (4)
081 + 015(4)
0 73 + 0 12 (4)
Tabla 38.- Niveles de ácido ascórbico en el riñón de animales jóvenes y viejos de Rana







0 17 + 0,05 (4)
0 16 + 0,04 (4)
0 39 + 0,09 (4)
0 24 + 0,08 (4)
26,5 meses
0 19 + 0,06 (4)
020 + 0,05 (4)
0 17 + 0,06 (4)
0 39 + 0,20 (4)
Les resultados se expresan como la media aritmética ± el error estándar.
() = número de datos
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1.- Estado general de los telídos (Figura 38)
En la Figura 38 se muestra el estado de las mitocondrias (Figura 38a) y de las
vainas de mielina (Figura 38b) en cortes de corteza cerebral de animales tratados. En
ambos casos no se aprecia ningún tipo de anormalidad o alteración, lo que nos indica que
el tratamiento no ha afectado el buen estado de los tejidos.
2.- TInos de uránulos de l¡noftisclna (Figuras 39 y 40)
En la Figura 39 se muestran gránulos primarios (Figura 3%) y gránulos
secundarios (Figura 39b). Los gránulos primarios, también denominados tipo lisosoma,
presentan un aspecto homogéneo a diferencia de los secundarios, en los que ya comienza
a apreciarse una heterogeneidad, con zonas claras y oscuras.
En la Figura 40 aparecen gránulos terciarios o tipo lipofuscina, en los que el
aspecto heterogéneo es evidente. Se aprecian zonas muy oscuras, otras de una intensidad
intermedia y zonas de aspecto totalmente claro.
3.- Acumulación de lluotúscína desnues de 14.5 meses de tratamIento (Figuras 41 y 42)
En las Figuras 41 y 42 se muestra la acumulación de lipofuscina en neuronas
corticales en los distintos grupos experimentales después de 14,5 meses de tratamiento.Los
animales viejos controles (Figura 41b) acumularon mayor cantidad de gránulos de
lipofuscina, y de aspecto más heterogéneo, que los animales jóvenes controles (Figura 4 la),
aunque no se realizó un estudio morfométrico riguroso.
Por el contrario, los animales viejos tratados muestran pocos gránulos de
lipofuscina y además de un grado de heterogeneidad similar al de los animales jóvenes
controles. Muchasneuronas presentan incluso una ausencia total de gránulosde lipofuscina







4.- Acumulación de linofuscina desnués de 263 meses de tratamiento (Figura 43)
- Los animales viejos controles volvieron a mostrar después de 26,5 meses de
tratamiento una acumulación de gránulos de lipofuscina heterogéneos en su corteza
cerebral (Figura 43a). Sin embargo, y contrastando con los resultados del año anterior,
después de 14,5 meses de tratamiento, los animales viejos tratados no mostraron un
descenso en el número de depósitos de lipofuscina en su tejido cerebral (Figura 43b). Por
el contrario, se aprecia una acumulación de gránulos de lipofuscina heterogéneos
claramente superior en los animales viejos tratados que en los viejos controles.
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Analizando en primer lugar el. efecto de la edad sobre los distintos parámetros
estudiados, tanto enzimáticos como no enzimáticos, en los distintos órganos, llama la
DISCUSION
El tratamiento con aminatriazol (Al) para inhibir la actividad catalasa de Reina
perezi ha resultado muy eficaz, consiguiéndose una inhibición casi total de actividad en
todos los órganos. Estas % de inhibición oscilaron entre el 80-90% y están de acuerdo con
los resultados de trabajos anteriores en esta misma especie (López Torres, 1988; Barja de
Quiroga e! aL, 1989b; López-Torres el aL, 1990a). Grados similares de inhibición de
actividad catalasa por aminotriazol in vivo se han encontrado en extractos completos de
Musca domestica (Allen eí aL, 1983) y en el hígado de cobayas (Geerts y Rocís, 1982) y
ratones (Janes y Neill, 1982) utilizando dosis de inhibidor análogas, así como en el cerebro
de rata (Yusa el aL, 1987) o en cultivos de hepatocitos (Starke y Farber, 1985).
El peso de nuestras ranas no se ha visto afectado por el tratamiento con
aminatriazol, contrastando con las reducciones de peso descritas en ratones tratados
también con este fármaco (Janes y Neill, 1982). Estas reducciones de peso fueron debidas
al descenso espontáneo de la ingesta y también se produjo una reducción de la cantidad de
grasa corporal (Janes y NeUl, 1982). Coma ya sabíamos por trabajos anteriores (López
Torres, 1988; Baija de Quiroga etaL, 1989b;Ldpez-Torres eraL, 1990a) el apetito aparente
de Rana peral no se ve alterado por el tratamiento con aminotriazoL
La evolución del peso en los cuatro pupos con el paso del tiempo en el
laboratorio no ha sufrido modificaciones dignas de mención, lo que nos da idea de que la
dieta ha resultado suficiente para cubrir los requerimientos mínimos de esta especie
durante todo el ciclo vital adulto.
En cuanto alpeso total de los distintos árganos, no se aprecian modificaciones
debidas a la edad o al tratamiento. No disponemos de datos previos sobre el efecto del Al
en elpeso de distintos órganos, a acepciónde un Único trabajo de nuestro grupo en el que,
tras 15 días de tratamiento con Al, inyectado cada 48 horas, si se producía un incremento
en el peso total del pulmón, aunque no en el relativo, no existiendo variaciones en los otros
órganos (López Torres, 1988; Baija de Quiroga el aL, 1989b; López-Torres el aL, 1990a).
Las diferencias de dosis y duración del tratamiento tampoco nos permiten establecer
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comparaciones. Pero lo que sí se puede afirmar, es que Reina perezí parece mostrar una
capacidad global mayor que los mamíferos para tolerar el tratamiento con aminotriazol sin
sufrir cambios deletéreos.
Esto se ve corroborado por los resultados obtenidos en nuestro estudio a
microscopia óptica del tiroides. Se ha descrito cómo el Al da lugar a daño hepático en la
rata, produciendo una hipertrofia de los hepatocitos (Reitze y Seitz, 1985). El Al también
afecta al tiroides; ejerce un efecto inhibidor sobre la peroxidasa tiroidea y la disminución
de la cantidad de hormona tiroidea circulante constituye un estimulo para que la hipófisis
produzca un exceso de tirotropina, provocando la hiperpiasia de la glándula tiroidea. Se han
descrito también, inducciones de tumores por Al en el tiroides, hígado, hipófisis y
párpados, y carcinomas en el conducto auditivo de ratas (Steinhoff elaL, 1983), pero no en
el ratón o en el hamster. Sin embargo, los tiroides de nuestras ranas tratadas con Al
presentan un aspecto histológico completamente normal, lo que está de acuerdo con la
ausencia de alteraciones morfológicas debidas al Al en Rana perezí.
Una posible explicación para esta mayor resistencia de Rana peral al
tratamiento con Al podemos encontrarla en los elevados niveles endógenos de enzimas
antioxidantes constitutivas, especialmente GPx, en relación con su tan metabólica global,
como ya hemos señalado en trabajos anteriores (López lorres, 1988; Barja de Quiroga el
aL, 1989b; López-Torres eraL, 1990a). La actividad GPx en Ranaperezí es superior a la de
otras especies de anfibios como por ejemplo Discoglossar pidas; aún más, la actividad
absoluta GPr de algunos órganos de Rana peral excede a veces la de tejidos homólogos de
mamiferos pequeños como son ratones, ratas, cobayas y hamsters (Igarashí el aL, 1983;
Warshaw e! aL, 1985; Kihlstrdm a aL, 1986). El hecho de que Rana penit presente
actividades CFi similares a las descritas para mamíferos, mientras que su tau metabólica
es cerca de un orden de magnitud inferior a la de especies de mamíferos de un tamaño
semejante, y que por estudios comparados se sepa que la sensibilidad a la toxicidad del
oxígeno en los vertebrados está directamente relacionada con la tan metabólica de la
especie considerada (Barthelemy el aL, 1981), hace suponer que la relación actividad
GPx/tasa de generación de H202 in vivo es probablemente mucho más alta en los tejidos
de Ramaperal con las consiguientes ventajas que ello puede suponer.
A rnfr Padres
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antioxidante. Los datos, sin embargo, son compatibles con una presencia continua de
radicales libres en el tejido a lo largo de la vida del individuo, lo que provocaría una tasa
de envejecimiento constante.
El único parámetro que en las comparaciones longitudinales de nuestro trabajo
ha mostrado un descenso sistemático en los cuatro pupos, en función de la edad, ha sido
la peroxidación tisular. Sin embargo, en las medidas anuales, en ninguno de los tres años
se apreciaron diferencias entre animales jóvenes y viejos. Esto nos hace pensar que el
descenso observado longitudinalmente, de los valores de peroxidación, no está ligado a la
edad de las ranas, sino al tiempo de estancia en el laboratorio.
Existen varios factores que pueden contribuir a los valores finales de
peroxidación tisular (TBA), pero uno de los más importantes es la cantidad de
antioxidantesliposolubles endógenos en los tejidos. Se ha visto que la vitamina E (derivada
de la dieta), que es el principal antioxidante de las membranas biológicas, se acumula en
los tejidos de ratas de laboratorio desde los 3 a hasta los 30 meses de edad (Vatassery el
aL, 1984; Rikans el aL, 1991). Como la peroxidación tisular se ve fuertemente inhibida por
la vitamina E endógena, la acumulación dependiente del tiempo de ésta en los tejidos de
la tana explicarla los descensos observados. En nuestro trabajo no contemplamos esta
posibilidad, pero no conviene olvidar que nuestros animales, desde su llegada al laboratorio,
han recibido como complemento de su dieta un complejo vitamínico y mineral hasta el final
del experimento, 33 meses más tarde.
Los datos del cerebro de Rana peral indican que un aumento del estrés
oxidativo y un descenso de las defensas antioxidantes no tiene lugar en nuestras ranas
viejas. Como ya ocurría en el pulmón, no se producen variaciones en ninguna de las
enzimas antioxidantes estudiadas, niveles de glutatión y peroxidación tisular.
Los niveles de <SSO en el cerebro no fueron detectables por estar fuera del
límite de sensibilidad del método. Esto contrasta con su presencia en el cerebro de rata
(BenzielaL, 1988a), a concentraciones muy bajas, unas mil veces menores que las de GSH,
utilizando el mismo método de medida.
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La edad de los animales no aumentó los valores de peroxidación en el cerebro
o la susceptibilidad a la misma y tampoco provocó el descenso de los antioxidantes
cerebrales en ninguno de los tres años en los que se llevó a cabo el estudio. Lo mismo
ocurrió al hacer comparaciones longitudinales dentro de cada grupo. En este caso, se han
observado incrementos durante el primer año, que no se han repetido después, de las
actividades enzimáticas SOD y CAT, y descensos en los valores de peroxidación. Como ya
hemos señalado anteriormente, estas variaciones las atribuimos, más que a un efecto de la
edad, a una mejor alimentación de los animales en el laboratorio que la que recibían antes
de ser capturados. La dieta del laboratorio incluía, como es usual en las dietas estándar, un
complejo vitamínico y mineral. Muchas de estas enzimas poseen metales en su estructura
y, por otro lado, se conoce el efecto de vitaminas antioxidantes disminuyendo los niveles
de peroxidación. Estos dos datos nos llevan a pensar que las variaciones observadas son
debidas a la dieta y no un reflejo del envejecimiento, lo que parece confirmarse con la
ausencia de diferencias significativas en las comparaciones anuales, así como por la falta
de continuidad de estas variaciones después del primer año.
Como ya ocurría con el pulmón, la mayor parte de los datos sobre
envejecimiento y radicales provienen de trabajos en cerebro de mamíferos y concretamente,
del cerebro de rata. Además, en la mayor parte de los casos no se han realizado estudios
completos y globales, por lo que existen muchos datos contradictorios; sin embargo, la
mayoría de los trabajos demuestran una ausencia de cambios en parámetros relacionados
con los radicales libres con la edad en el cerebro de roedores (Baria de Quiroga el aL,
1990).
De todas formas, en cerebro de roedores viejos se han descrito valores similares
(Kellog y Fridovich, 1976; Mizuno y Ohta, 1986; Cand y Verdetti, 1989; Ansari elaL, 1989;
Kurobe el aL, 1990; Semsei el aL, 1991; Ciiolo el aL, 1991), descensos (Benzi eraL, 1988b;
Vanella el aL, 1989; Rao el aL, i990b; Mariucci el aL, 1990) o incluso incrementos (Dahn
el aL, 1983; Sohal e! aL, 1990b; Ciiolo el aL, 1991) de actividad SOD comparando con los
niveles en adultos jóvenes maduros. Con la actividad CAT ocurre lo mismo y así, en
algunos trabajos no se ve modificada (Ansari er aL, 1989; Tayarami el aL, 1989), en otros
baja (Cand y Verdetti, 1989; Semsei eraL, 1989; Rao el aL, i990b; Ciiolo el aL, 1991) y
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también existen trabajos en los que se han descrito incrementos de actividad CAT con la
edad (Sohal el aL, 199Gb). Con la actividad glutatión peroxidasa (QN) vuelve a repetirse
este patrón poco defmido de ausencia de variaciones (Mizuno y Ohta, 1986; Ansari el aL,
1989; Rao eraL, 199Gb; Sohal el aL, 199Gb; Ciiolo elaL, 1991) o incrementos (Vitorica el
aL, 1984; Benzi el aL, 1989; Ciriolo el aL, 1991). La GR no varía (Mizuno y Ohta, 1986),
disminuye (Benzi el aL, 1989) o aumenta (Hothersall eraL, 1981; Sohal a aL, 199Gb). En
cuanto a los niveles de glutatión, se han descrito descensos de GSH y aumentos paralelos
de GSSG y GSSG/GSH durante el envejecimiento en cerebro de ratas Wistar (Benzi e! aL,
1988a) mientras que no se producen cambios en los niveles de GSH en otros trabajos
realizados con ratas Fisher 344 (Rikans y Moore, 1988; Benzi el aL, 1990).
De forma análoga a lo que ocurre con las defensas antioxidantes y en lo que
a valores de peroxidación se refiere, se han encontrado aumentos de los valores de
peroxidación in vivo (Mizuno y Ohta, 1986; Sawada y Carlson, 1987) y descensos (Cand y
Verdetti, 1989). En el caso del TBA in vitm no se han descrito cambios durante el
envejecimiento (Ansari eí aL, 1989; Barja de Quiroga el aL, 1990) o se han producido
descensos (Devasagayam, 1989). Parte de estas discrepancias pueden atribuirse a
diferencias en la estirpe o en la edad elegida. En algunos estudios se utilizan como animales
jóvenes animales de 4 meses que no son completamente maduros, mientras que en otros
trabajos en los que se describen descensos claros en animales muy viejos, ratas de hasta 35
meses, en los que la presencia de patologías es muy frecuente, estos descensos no se
producen en animales seniles de 25 meses (Benzi el aL, 1988b).
Estudios realizados en cerebro humanoponen de manifiesto una constancia de
los valoresde actividad SOD (Tolmasoff elaL, 1980) y peroxidación b vito (Cutler, 1985),
es decir, susceptibilidad a la peroxidación, durante el envejecimiento desde los 20 hasta los
80 años. También la constancia de los valores de actividad citocromo c oxidasa en nuestro
trabajo está de acuerdo con los datos procedentes de la corteza cerebral de rata (Gorini el
aL, 1989).
Por último, en lo que al efecto de la edad sobre los parámetros estudiados se
refiere, los datos en hígado y riñón tampoco muestran un descenso de la capacidad
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antioxidante enzimática o no enzimática y un incremento de la peroxidación al comparar
grupos transversal o longitudinalmente. Unicamente en el hígado, el primer año se observa
un descenso de la actividad SOD y un incremento de la actividad QN no Se dependiente
en el grupo de animales viejos. Mientras que en el riñón, será la actividad QN Se
dependiente la que aumente el segundo año, año en el que en las comparaciones entre
grupo joven y viejo también observamos un incremento importante del cociente
GSSG/GSH en el hígado del grupo de animales viejos. Sin embargo, en la mayor parte de
los casos se observó repetidamente una falta de diferencias entre animales jóvenesy viejos.
Con los valores de peroxidación in ‘41w en el hígado, vuelve a pasar lo mismo
que en los órganos anteriores al comparar los resultados longitudinalmente, observándose
un descenso significativo, así como un aumento de actividad SOD y (IPx.
Todos estos resultados contrastan con los obtenidos en Musca domestica. En
homogenados del animal completo se han descrito claros descensos de las principales
enzimas antioxidantes como son la SOD, la CAT y también en los niveles de GSH junto
con incrementos agudos de GSSG y TEA frz vivo e in vkro, a pesar del descenso del
consumo de oxígeno en Nación de la edad (Sohal el aL, 1983; Sohal e! aL, 1985; Sohal y
Allen, 1986; Farmer y Sohal, 1989). El h&ho de que estos trabajos estén realizados en
extractos del animal completo plantea problemas de interpretación y complica su
comparación con los obtenidos en diferentes órganos de vertebrados. Descensos de los
niveles de glutatión con la edad han sido también encontrados en homogenados completos
de mosquitos, Aula aegvpti, cuya longevidad máxima es parecida a la de Musca domestica
(Richie y Lang, 1988). Sin embargo, un trabajo reciente también realizado por el grupo de
Sohal en otra especie dc insecto ya no está tan de acuerdo con los anteriores resultados.
En ese trabajo realizado en Drosophila melanogasler se han encontrado descensos de CAT,
GR y GSH, 0511/0550 y NAiDPH/NADP~ en animales viejos mientras que la SOD y el
cociente NADH/NAD+ aumentaron, la concentración de 11202 no varió, y los niveles de
peroxidación fi vivo descendieron (Sohal el aL, f990a).
A pesar de los resultados anteriores (Sohal, 1986), en hígado y riñón de
mamíferos los trabajos vuelven a ser contradictorios y no existe un patrón claro de
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variación. En estudios realizados en hígado de rata, la actividad SOD no ha variado con la
edad (Lammi.Keefe el aL, 1984; Koizumi el aL, 1987; Kurobe el aL, 1990; Sohal el aL,
199Gb; Masoro el aL, 1991), o ha descendido (Kellog y Fridovich, 1976; Reiss y Gershon,
1976; Cand y Verdetti, 1989; SemseielaL, 1989; Rao elaL, 1990a; Semsei eraL, 1991). Con
la actividad CAT ocurre lo mismo, no varia (Koizumi el aL, 1987; Sohal el aL, 199Gb;
Masoro el aL, 1991), o disminuye (Ross, 1969; Baird y Samis, 1971; Cand y Verdetti, 1989;
Laganiere y Yu, 1989; Semsei el aL, 1989; Rao eíaL,1990a). La GPX no Se dependiente de
hígado de rata (Cand y Verdetti, 1989) y ambas (IPxjunto con la GR del hígado de ratón
descienden con la edad en algunos estudios (Hazelton y Lang, 1985). En otros casos las
actividades (IPx y GR aumentan (Rao el aL, 1990a; Sohal el aL, 199Gb), o no varian
(Laganiere y Yu, 1989; Masoro el aL, 1991).
En cuanto a los niveles de GSH, se mantienen (Rikans y Moore, 1988; Carrillo
el aL, 1989) o descienden (Hazelton y Lang, 1980; Stohs y Lawson, 1986; Laganiere y Yu,
1989). Un descenso progresivo en función de la edad de los niveles de GSH en plasma,
parámetro que normalmente refleja los niveles de GSH en hígado, ha sido descrito en
humanos utilizando una muestra de gran número de personas, mientras que en este mismo
estudio los valores de 0550 no variaron (Miller elaL, 1989). Tampoco se modificaron con
la edad los niveles de 0550 en trabajos realizados en hígado de ratón (Hazelton y Lang,
1980). Los niveles de ascorbato tampoco descendieron con la edad en el único trabajo que
hemos encontrado (Masoro el aL, 1991). Resulta interesante que uno de estos trabajos
negativos (Sohal el aL, 199Gb) proviene del mismo laboratorio en el que se obtuvieron
claros descensos de antioxidantes con la edad en Musca domestica, pero no en Drosophtla
melanogasler.
Recientemente se ha sugerido que el efecto de la edad depende del sexo en el
caso de la actividad CAT en el hígado (Rikans el aL, 1991). Los machos mostrarían
descensos mientras que las hembras presentarían incrementos al envejecer. Sin embargo,
el estudio minucioso de la bibliografía demuestra que el sexo no puede explicar el carácter
contradictorio de los resultados, ya que se han descrito tanto descensos (Laganiere y Yu,
1989; Semsei el aL, 1989; Rao el aL, 1990a) como ausencia de cambios (Sohal el aL, 199Gb)
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para la CAT del hígado de rata macho, mientras que otros (Koizumi el aL, 1987) han
demostrado una ausencia de variaciones para la misma enzima y tejido, en ratas hembras.
De todo lo expuesto hasta el momento se deduce que las enzimas antioxidantes
y otros antioxidantes en general, exhiben un patrón mixto en función de la edad. En cada
órgano examinado, unas enzimas se mantienen, otras disminuyen y algunas aumentan.
Aunqueno resulta fácil aclarar estos datos contradictoriosconviene tener en cuenta algunas
consideraciones.
En la mayor parte de los trabajos, la (IPx es la enzima antioxidante que no
suele descender con la edad o incluso muestra una tendencia a aumentar. Por otro lado,
hay que señalar que la mayoría de los trabajos utilizan un número de edades muy limitado.
En este sentido, el estudio más completo que conocemos es él de Kurobe de 1990 (Kurobe
el aL, 1990) que incluye 7 edades diferentes a lo largo del ciclo vital de la rata y en el que
no se encontraron variaciones de actividad SOD con la edad en los tres órganos estudiados,
hígado, riñón y cerebro.
Apane de las diferencias que puede suponer el uso de distintas metodologías
y distintas cepas, algunos descensos con la edad pueden ser debidos a que las condiciones
de mantenimiento de los animales a largo plazo no sean óptimas. Por otro lado, cuando se
encuentran descensos de algún antioxidante particular, normalmente se trata de descensos
de poca magnitud y su significado fisiológico no está en absoluto claro. Es aventurado
interpretar estos descensos como una mayor susceptibilidad al estrós oxidativo en los
animales viejos, sin tener otros tipos de información como los cambios en la tan de
generación de radicales con la edad.
Se han observado repetidamente descensos en la generación de radicales de
oxígeno fi vito en ratas viejas (Floyd el aL, 1984; LeBel y Bondy, 1991) y sólo un trabajo,
que utiliza resonancia electrónica de espín, describe importantes incrementos en la
generación de radical superóxido por parte de mitocondrias de cerebro y corazón de rata
con la edad (Sawada y Carlson, 1987), al igual que en paniculas submitocondriales en el
músculo de Musca domeslica (Farmer y Sohal, 1989). Si la generación de radicales
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disminuye in vivo con la edad, lo que parece verse confirmado por un reciente trabajo
realizado también con resonancia electrónica de espín (Zhan eraL, 1992) y por los datos
negativos del hígado en el trabajo de Sawada y Carlsson, los descensos de defensas
antioxidantes que se han observado ocasionalmente podrían ser sólo un fenómeno
fisiológico de tipo compensatorio de regulación negativa o a la baja, en vez de un cambio
deletéreo que conduzca a un mayor estrés oxidativo.
Por último, otro de los grandes problemas en este campo es que la mayoría
de los trabajos estudian un solo antioxidante o muy pocos. Este hecho complica mucho la
interpretación de los resultados ya que se sabe que los antioxidantes celulares están bajo
control homeostático <Sohal el aL, 1984; Cutler, 1984; este trabajo). Por ello, un descenso
en un antioxidante concreto puede ser compensado por un aumento de otro que no haya
sido objeto del estudio. De ahí la necesidad de trabajos globales que intenten estudiar el
sistema antioxidante completo durante el envejecimiento. En uno de los pocos trabajos de
este tipo realizados hasta la fecha, no se observaron variaciones con la edad en las
actividades SOD, CAT, CFi Se y no Se dependiente, y (IR; en los niveles de GSH, GSSG
y GSSG/CSH, o en los valores de peroxidación ¡it vivo (Barja de Quiroga eí aL, 1990a;
Pérez eraL, 1991).
De manera similar a lo que ocurre con las defensas antioxidantes, la única
especie en la que se han descrito claros incrementos de peroxidación lipídica con el
envejecimiento es Musca domesrica. En roedores, por el contrario, se han encontrado
incrementos (Devasagayam, 1986; Stohs y Lawson, 1986; Sawada y Catan, 1987) y
descensos en el hígado de rata (Cand y Verdetti, 1989; Levitsky eraL, 1989; Jie!aL, 1990)
y ausencia de cambios o descensos en microsomas hepáticos (Devasagayam y Pushpendran,
1986). de los valores de peroxidación tisular, TEA ¡it vivo, que resultan de la aplicación
directa del test del TEA a muestras biológicas. En Rana peral, como se deduce de nuestros
datos, no se producen variaciones con la edad en contraste con los descensos descritos en
Drosophlla melanogasíer (Sohal el aL, 1990a). Comprobamos de nuevo la ausencia de un
patrón claro en el incremento de los valores de peroxidación En vivo en un amplio abanico
de especies, que no permite generalizar conclusiones, ni siquiera en el caso de los insectos.
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Por otro lado, el test del ácido tiobarbitúrico (TEA) es un test muy sensible
pero poco especffico. Hemos comprobado en varias especies, como ocurre en este trabajo,
que los valores de MDA por este método pueden llegar a ser incluso de cinco a diez veces
mayores que los de MDA analizado por HPLC en las mismas muestras. Esto significa que
hasta un 80-90% de los valores de TBA fi vivo no son MDA sino que se trata de
compuestosrelacionados con la peroxidación lipidies (Sevanian y Hochstein, 1985), como
los hidroperóxidos, o incluso no relacionados, como ocurre con la glucosa y otros
compuestos. De hecho, la validez del TBA ¡it vivo como indicador de peroxidación durante
el envejecimiento ha sido cuestionada recientemente (Sohal el aL, 1990a).
Sin embargo, si la muestra es sometida a un estrés peroxidativo antes de hacer
el test del TEA, es decir, cuando se trata de peroxidación o TEA fa ‘41ro, los valores se
multiplican y las interferencias de sustancias no relacionadas con la peroxidación lipidica
se minimizan hasta el 8-9% o menos. Desgraciadamente, existen pocos trabajos cinéticos
de la tasa de producción de peróxidos tisulares ¡it vito en animales viejos. Sin embargo, la
mayoría de ellosson coincidentes y muestranun descenso de la tasa de peroxidación ¡it vitro
con la edad o una ausencia de cambios. Así ocurre en microsomas hepáticos de rata,
utilizando NADPH para inducir la peroxidación (Devasagayam, 1986), o ascorbato
(Devasagayam y Pushpendran, 1986). Más recientemente se han encontrado resultados
similares en microsomas de corteza cerebral de rata (Devasagayam, 1989). Otros autores
no han encontrado variaciones en el cerebro de rata midiendo a un tiempo único, como ya
se ha señalado al comentar los datos del cerebro (Ansari el aL, 1989). En uno de los
trabajos más completos realizado en distintos tejidos de rata, en nuestro laboratorio, se han
encontrado también descensos en ratasviejas en el caso del hígado, y no hubo variaciones
en el pulmón y en el cerebro (Barja de Quiroga el aL, 1990a; Pérez el aL, 1991; Baija de
Quiroga el aL, 1992; López-Torres er aL, 1992). Nuestros resultados en Rana peral están
totalmente de acuerdo con todos estos trabajos. Hay que destacar que nuestros datos, tanto
los de Rana peral como los del trabajo realizado en rata, junto con los del grupo de
Devasagayam, son los Únicos en los que el proceso de peroxidación ¡it vino se ha seguido
cinéticamente en función del tiempo; en el resto de los trabajos se trata de una medida
puntual. La total coincidencia de estos trabajos cinéticos apoya los resultados y en el caso
de nuestro trabajo en rata amplia el descenso en la peroxidación hepática descrito por
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Devasagayam en microsomas, al hígadoy cerebro completos. A pesar de que la mayor parte
de los trabajos están de acuerdo sobre este punto, existe alguno en el que se describen
incrementos de la peroxidación En vino (Player el aL, 1977), pero en general y coincidiendo
con los resultados del presente trabajo, que demuestran una ausencia de cambios con la
edad en hígado, riñón, pulmones y cerebro de Reina peral, se han encontrado resultados
similares en elcerebro de ratones de campo, babones, monos rhesus, y en el hombre desde
los 15 hasta los 80 años (Cutler, 1985).
En cuanto al significado de estos descensos de peroxidación, no parece lógico
que indiquen un menor grado de estrés oxidativo en los animales viejos. Como ya se ha
apuntado anteriormente, los valores finales de peroxidación En vino dependen de varios
factores entre los que se incluyen sistemas generadores de radicales, las distintas cantidades
de sustratos peroxidables, principalmente el contenido de ácidos grasos poliinsaturados, y
de antioxidantes liposolubles inicialmente presentes en las muestras. Por esta razón,
descensos en el grado de insaturación de los ácidos grasos (Bordoni el aL, 1988), que son
el sustrato preferido de la peroxidación, acompañados de los correspondientes incrementos
de microviscosidad de las membranas hepáticas (Nukobo, 1985) junto con aumentos de
antioxidantes liposolublescomo el «-tocoferol, que han sido descritos en tejidos de animales
viejos (Vatassery er aL, 1984; Rilcans y Moore, 1988; Rikans el aL, 1991), podrían ser
responsables de estos descensos en los niveles de peroxidación En vito con la edad. De
acuerdo con esta explicación está el descubrimiento reciente de que la actividad 6-
desaturasa disminuye en el hígado, pero no en el cerebro de roedores viejos (Bourre el aL,
1990).
Avanzando un poco más en este razonamiento, estos estudios (Vatassery eraL,
1984; Rikans el aL, 1991) coinciden en señalar cómo la vitamina E se acumula
progresivamente en el hígado, pero no en la corteza cerebral de ratas viejas, llegando
incluso a duplicarse las concentraciones respecto a las de animales jóvenes. Este dato
explicaría el hecho de que la tan de peroxidación fa vito disminuya en el hígado de rata,
pero no en la corteza cerebral (Barja de Quiroga el aL, 1992; López-Torres el aL, 1992).
Recientemente se ha descrito en hígado de rata cómo la acumulación de vitamina E en
función de la edad no se ve acompañada de reducciones en los niveles de peroxidación
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(Rikans el aL, 1991). Sin embargo, en este trabajo los resultados son de peroxidación En
vivo, no de peroxidación fa vito. El que los descensos observados se deban al tiempo, más
que al envejecimiento en sí, se ve apoyado por el hecho de que en nuestro trabajo, estos
descensos se han producido tanto en los animales jóvenes como en los viejos, y además no
han existido diferencias entre animales jóvenes y viejos en las comparaciones transversales
ninguno de los tres años, ni al principio ni al final del experimento. Parece tratarse de un
descenso dependiente del tiempo y de la nutrición, no del envejecimiento, que refleja una
distinta composición química entre los tejidos de animales viejos y jóvenes.
Los resultados de nuestro trabajo en Rana perezi están por tanto de acuerdo
con la tendencia general de ausencia de variaciones en los parámetros relacionados con los
radicales libres de oxígeno durante el envejecimiento (Baria de Quiroga el aL, 199Gb;
López-Torres el aL, 199Gb; Pérez-Campo el aL, 1990). En el caso del hombre resulta difícil
obtener datos en tejidos. Sin embargo, hay que señalar que la medida de enzimas
antioxidantes en fluidos extracelulares o en células sanguíneas muestra también una
ausencia de variaciones relacionadas con la edad. En un estudio realizado con 2397
individuos normales de la población española, no se observaron cambios en la actividad
SOD de eritrocitos en edades comprendidas entre los 18 y los 65 años (De la Torre el aL,
1990). También se ha descrito una ausencia de cambios con la edad en los valores de
peroxidación En vivo en el pluma de una muestra de más de mil atletas adultos (Múller el
aL, 1989).
Incidiendo un poco más sobre el tema de lageneración de radicales de oxígeno,
hay que señalar que entre los gerontólogos existe la opinión generalizada de que el
envejecimiento se debe a más de una causa. Ya que en condiciones fisiológicas normales
en muchos tejidos, las mitocondrias son la principal y más constante fuente de generación
de radicales de oxigeno (Chance el aL, 1979), parece lógico pensar que a mayor tasa de
metabolismo, mayor tasa de generación de radicales por parte de la ¡nitocondria, lo que de
hecho se ha comprobado para varias especies de mamíferos (Sohal e! aL, 1989; Sohal e! aL,
199Gb; Sohal el aL, 1990d). Silos radicales libres de oxígeno son sólo reponsables en parte
del fenómeno de envejecimiento, podría suceder que fuesen la principalcausa en animales
con una tasa metabólica elevada, como es el caso de Musca domestica, y que tuvieran una
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importancia relativa mucho menor en animales con tasas metabólicas moderadas o bajas,
como es el caso de Rana perezi o del hombre.
Para finalizar este apanado y resumiendo lo expuesto, podemos afirmar que
la posibilidad de que el envejecimiento se vea acelerado con la edad debido al descenso de
las defensas antioxidantes y que ésto conlleve un aumento del estrés oxidativo en los
animales viejos, no parece correcta a la luz de los datos de que disponemos.
En la bibliografía se han utilizado distintos tipos de aproximaciones para
dilucidar si la manipulación de antioxidantes celulares puede alterar la longevidad de los
animales. Un tipo de acercamiento ha sido el estudio de los efectos de la suplementación
con antioxidantes en la dieta. Los resultados en este sentido no han sido demasiado
espectaculares, consiguiéndose en algunos casos aumentar la vida media (Harman, 1968;
Miquel el aL, 1982), pero no la máxima (Balin, 1982; Cutíer, 1984). También se ha visto
cómo el efecto de los antioxidantes sobre la vida media desaparece cuando el experimento
se realiza bajocondiciones óptimas de supervivencia (Kohn, 1971). Los resultados negativos
se han atribuido muchas veces a reacciones de compensación entre distintos antioxidantes.
Así, la suplementación de la dieta de moscas con ascorbato, p-caroteno o «-tocoferol no
ha variado, o incluso ha reducido la vida media, probablemente debido a descensos
compensatorios de actividades SOD, CAT o niveles de GSH (Sohal el aL, 1985).
En nuestro trabajo con Ranapetezí hemos utilizado otro tipo de aproximación.
Lo que hemos hecho ha sido manipular los niveles de enzimas antioxidantes a lo largo del
ciclo vital de nuestra especie; ésto, según nuestras referencias bibliográficas sólo se ha
intentado en otras dos ocasiones y, exclusivamente, en insectos.
El tratamientocon AT,como ya hemos señalado al principio, ha resultado muy
efectivo inhibiendo la actividad CAT en todos los tejidos estudiados. No ha ocurrido lo
mismo con el DDC, inicialmente utilizado para inhibfr la actividad SOD, y que aunque en
experimentos previos a tiempos conos si había funcionado, a medio plazo no ha dado
resultado. Tampoco es posible utilizar dosis más altas de DDC, pues por su toxicidad,
provoca una elevada mortalidad a muy corto píazo (Sohal eraL, 1984), aspecto comprobado
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detalladamente en nuestro laboratorio en pruebas previas con Rana peral. De todo ésto se
desprende que la inhibición crónica de la actividad SOD mediante DDC es muy dif!cil de
conseguir, debido a su toxicidad y a las recuperaciones de actividad a largo píazo, razón por
la cual probablemente no hay casos descritos en mamíferos en la bibliografía. En pulmón
de rata se han descrito también rápidas recuperaciones de actividad SOD tras el
tratamientocon DDC (Frank eraL, 1978). Lo mismo ha ocurrido en el cerebro de ratones,
donde la recuperación ha tenido lugar en días en vez de semanas (Heikkila e! aL, 1976).
Estos resultados sugieren que el DDC, sustancia que se sabe atraviesa la barrera
hematoencefálica (O’Callaghan y Miller, 1986), es facilmente eliminado y no resulta útil
para la inhibición de esta enzima a largo plazo En vivo. El AT, por tanto, parece ser el único
inhibidor de una enzima antioxidante que puede ser usado crónicamente con resultados
positivos en experimentos de envejecimiento, para inhibir enzimas antioxidantes en tejidos
a lo largo del ciclo vital de un animal, como indican trabajos realizados en cerebro de rata
(Aragon el aL, 1991) y Musca domestica (AMen e! aL, 1983). Las inhibidores del glutatión
o de las enzimas antioxidantes GSH-dependientes dan lugar también a toxicidades muy
acusadas a las dosis necesarias para logar las inhibiciones respectivas.
En el pulmón, el tratamiento con AT no dio lugar a ninguna modificación el
primer año de. medidas, si exceptuamos un incremento del cociente GSSG/GSH en los
animales viejos tratados, pero que no llegó a ser significativo. Este incremento pudo ser
debido a que la actividad CFi, utilizando cumeno como sustrato, era cuatro veces superior
a la actividad GR y esta relación no se vio modificada por el tratamiento. Esta elevación
del cociente CJSSG/GSH también estaría de acuerdo con el incremento del consumo de
oxígeno de ese grupo, el primeraño de medidas. A largo plazo, la inhibición de la actividad
CAT en el pulmón ha dado lugar a una compensación homeostática mediante la inducción
significativa de la actividad GR (90%) después de 14,5 meses de tratamiento y tanto en
animales jóvenes como viejos. Esta inducción desaparecerá después de 26,5 meses de
tratamiento, al igual que en otros órganos, como comentaremos más adelante. Tambiénse
observa una tendencia a presentar niveles superiores de GSH, pero que no llega a ser
significativa. No existen estudios crónicos sobre el efecto del AT en los parámetros
relacionados con los radicales libres del oxígeno, pero sin embargo, se sabe que dosis
relativamente bajas de DDC (Frank el aL, 1978) o de disulfurinam, que es rápidamente
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reducido En vivo a DDC (Januszkiewicz el aL, 1986), no producen mortalidad en la rata
después de 3 y 96 horas respectivamente, a pesar de que la SOD fue parcialmente inhibida.
Por otro lado, se ha comprobado que mutantes de Drosophila metanogasler, que carecen de
actividad CAT, presentan una viabilidad completamente normal (Mackay y Bewley, 1989)
sin cambios en su actividad SOD, aunque su resistencia a concentraciones de peróxido de
hidrógeno entre el 0,05 y 0,1%. se vea disminuida.
En la corteza cerebralde los animales tratados con AT, el descenso de actividad
CAT no se ha visto asociado con variaciones en las actividades de la mayoría de enzimas
antioxidantes y niveles de GSH, exceptuando un descenso en los animales viejos de la
actividad (IPx no Se dependiente tras 2,5 meses de tratamiento y, sobre todo, la potente
inducción de actividad GR observada trás 14,5 meses de tratamiento (50-100%) en ambos
grupos tratados. Esta inducción parece tener el carácter de una supercompensación, pues
va asociada a descensos en la acumulación de lipofuscina y, como veremos más adelante,
a una tasa de supervivencia mucho mayor que la de los animales control. Esta relación
entre radicales de oxfgeno y niveles de acumulación de lipofuscina ya ha sido descrita
anteriormente (Miquel el aL, 1977; Sohal y Wolfe, 1986; Sohal el aL, 1989) y además, se ha
visto que la suplementación con antioxidantes como la vitamina E, el GSH o el BHT,
reduce su acumulación en células gliales humanas en cultivo (Thaw e! aL, 1984) y en
neuronas de ratones (Constantinides el aL, 1986).
Por otro lado, los incrementos de TEA En vivo en los animales tratados no se
han visto acompañados por una mayor susceptibilidad a la peroxidación. Este hecho, junto
con los datos de acumulación de lipofuscina y supervivencia después de 14,5 meses de
tratamiento, sugieren que elaumento de este parámetro, sometido a fuertes interferencias,
no está relacionado con daño en el tejido. El valor positivo de la inducción de GR se ve
apoyado por el hecho de que la pérdida de esta inducción despues de 26,5 meses de
tratamiento, correlaciona con incrementos en la acumulación de lipofuscina en la corteza
cerebral de los animales tratados, así como en la mortalidad. La ausencia en este punto del
experimento de un aumento en los valores de peroxidación lipidica de estos animales
tratados, sugiere que el factor limitante, de forma parecida a lo que ya ocurría a los 14,5
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meses, es el daño oxidativo sobre otras dianas celulares como proteínas o DNA,
normalmente protegidos por el sistema GR-GSS(I/GSH.
Por último, pasamos a comentar los datos en el hígado y riñón de Ranaperezí,
en lo que a efectos del tratamiento se refiere. El hígado ha resultado ser el órgano más
sensible al tratamiento con ATy ya, después de transcurridos tan sólo 2,5 meses desde el
inicio del experimento, observamos una clara inducción de las actividades enzimáticas SOD
(150%) y (IR (900%). Estas inducciones, al igual que ha ocurrido también con la GR en
el riñón, representan un incremento compensatorio de la capacidad máxima de
detoxificación de radicales, sobre todo si tenemos en cuenta que la actividad citocromo c
oxidasa no se ve nunca afectada por el tratamiento y se producen en los dos grupos
tratados. En el hígado, el tratamiento durante el primer año dio lugar a un incremento del
cociente GSSG/GSH en los animales jóvenes, pero no hubo variaciones en los niveles de
(ISH, GSS(I y peroxidación tanto fa vivo como En vito. Esta ausencia de cambios en los
niveles de peroxidación, parece ser el resultado de las inducciones compensatorias tras el
tratamiento a largo plazo, y contrastan con resultados también de nuestro laboratorio en
los que después de tratamientos cortos con AT, si se observaron aumentos en los niveles
de peróxidos (López Torres, 1988; Barja de Quiroga el aL, 1989b; López-Torres el aL,
1990a). La posibilidad del valor adaptativo de la inducción de GR se ve reforzada por el
hecho de que el cociente (IPX/GR era mayor de 2 antes del tratamiento y ha descendido
hasta 1,5 - 1,3. Estaaproximación entrelas tasas máximas de oxidación y reducción de GSH
podría resultar adaptativa si la inhibición de la actividad CAT da lugar a un exceso de
estrés oxidativo inducido por 11202. impidiendo de esta forma el peligroso aumento del
cociente (ISS(3/GSH; aunque el aumento de dichocociente en los animalesjóvenes, sugiera
que esta compensación mediante la GR no es perfecta.
Se ha demostrado con anterioridad que el tratamiento agudo con AT (60 min.)
elimina la actividad CAT en hepatocitos de rata en cultivo, sin variar las actividades (IPx
y (IR o la supervivencia celular después de tres horas (Starke y Farber, 1985). De forma
análoga, después de 60 minutos de tratamiento con AT, el 83% de la actividad CAT en
corazón de rata perfundido, desapareció, mientras que la actividad (IPX no se vio afectada
(Thayer, 1986). Tampoco se observaron cambios en los nivelesde GSH, (ISS(I y elcociente
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(ISS(I/GSH en el hígado de rata, 17 horas después de la inyección intramuscular de DDC
(Sunderman er aL, 1984). Cabe señalar, que en todos estos casos los tiempos de
experimentación fueron muy cortos (horas), lo que contrasta con las inducciones observadas
por nosotros, tras más de un año de tratamiento continuado.
Tras los resultados del primer año (2,5 meses de tratamiento) en los que sólo
se observaron inducciones compensatorias en el caso del hígado y que se correspondían con
tasas de supervivencia similares en los pupos controles y tratados, el tratamiento a largo
plazo ha dado lugar a una generalización de estas inducciones de actividad (IR en todos
los órganos después de 14,5 meses de tratamiento, inducciones que en el caso del hígado
y del riñón alcanzan alrededor del 1000%. Además, en el hígado se mantiene la inducción
de la actividad SOD y también se observan incrementos de los niveles de (ISE y ácido
ascórbico, con deséiñ~os en el cociente (ISS(I/OSH. En riñón también se observa la
inducción de (ISH y ácido ascórbico. Es la primera vez que se producen inducciones
cuantitativamente tan importantes de cuatro antioxidantes diferentes, de formasimultánea,
durante un largo periodo de tiempo y en varios órganos vitales de un vertebrado. Estos
animales, además, presentan menoracumulación de lipofuscina y una tasa de supervivencia
mucho mayor que la de los controles.
Nuestros resultados muestran claramente cómo un vertebrado puede vivir
durante gran parte de su vida careciendo de actividad catalasa en sus tejidos. Esto no
significa que la actividad CAT no sea necesaria en condiciones normales. Por el contrario,
esta carencia es la responsable de la importante inducción dependiente del tiempo y
especffica de tejido de SOD, (IR, (ISH y ácido ascórbico. Estas inducciones explicarían la
buena tolerancia de Rana peral a la inhibición por AT a largo píazo. Este tipo de
manipulación a lo largo de todo el ciclo vital de una especie sólo se ha llevado a cabo dos
veces hasta ahora. Así, la inhibición de la actividad CAT en Musca domestica mediante AT
dio lugar a inducciones de SOD y (ISH (Alíen cí aL .1983), mientras que en esta misma
especie, la inhibición con DDC de actividad SOD provocó un incremento de los niveles de
(ISH (Sohal e! aL, 1984). Tambiénse ha descrito, después de dos meses de tratamiento con
AT 2 mM, un aumento en los niveles de (ISH del 20% en el cerebro de rata (Benzi e! aL,
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1990). Por otro lado, en E. coI4 la diamida, oxidante del (ISH, induce las actividades (IR,
SOD y CAl (Privalle y Fridovich, 1990).
De todos estos estudios se deduce que la compensación homeostática entre
diferentes sistemas antioxidantes es un fenómeno general en los sistemas biológicos. En
trabajos recientes se ha comprobado que estas inducciones de antioxidantes de tipo
compensatorio por un estrés oxidativo, se producen a nivel genético en procariotas (Storz
e! aL, 1990; Isaneva y Weiss, 1990), Neurospora crossa (Munkres, 1990) e incluso, en células
humanas (Rushmore el aL, 1991). En E. cotí, el mecanismo incluye un regulón superóxido
(soxR) que es activado por el radical superóxido (Tsaneva y Weiss, 1990), y un gen oxyR
y una proteína OXYR que activa la transcripción al ser oxidada por oxidantes,
especialmente el H202 (Storz elaL, 1990). De manera similar, el “elemento de respuesta
antioxidante” (ARE) de las células de hepatoma humano, también responde a
concentraciones de H202 (Rushmore er aL, 1991).
Nosotros no hemos estudiado el mecanismo de inducción de actividad (IR en
nuestras ranas, pero a la vista de la información bibliográfica disponible, parece razonable
pensar que la inhibición de la actividad CAT haya dado lugar a un aumento de la
concentración de H202 y que este aumento sea el responsable de la inducción. A esto hay
que unir el que la (IPz enzima alternativa capaz de eliminar el peróxido de hidrógeno, no
ha formado parte del grupo de antioxidantes inducidos. Esta ausencia de variaciones en la
actividad (IPx probablemente esté relacionada con su baja velocidad máxima (y KM), unos
tres órdenes de magnitud inferior a la de la CAT. La (IPX no eliminaría eficazmente el
H2Ó2 si la ausencia de CAT conduce a unas concentraciones de peróxido elevadas en la
célula, al menos en los momentos de máxima producción de H202.
Esta ausencia de inducción de la actividad QN por tratamiento con AT, no es
la primera vez que se describe. En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio
(López Torres, 1988; Baria de Quiroga el al, 1989b; López-Torres el aL, 1990a)
comprobamoscómo, no sólo no se produceuna inducción, sino que en muchos casos lo que
tiene lugar es un descenso de actividad QN. Estos descensos pueden ser el resultado de
un ataque de especies activas de oxígeno sobre la enzima, secundario a la eliminación de
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la actividad CAT por el inhibidor AT. Se ha demostrado que, en mamíferos, el H202 hace
descender la actividad (IPx de hígado y riñón (Kihlstróm el aL, 1986) y que el radical
superóxido inactiva esta enzima (Blum y Fridovich, 1985). En trabajos previos hemos
comprobado que concentraciones de H202 del orden de 0,25 mM o superiores, En pEtra
inhiben la actividad (IPx Se dependiente de anfibios (López-Torres elaL, 1988) y lo mismo
ocurre con la actividad de eritrocitos humanos (Paglia y Valentine, 1967). Estas
concentraciones de 11202 se sabe que son tóxicas para hepatocitos de hígado de rata
perfundido (Flohé, 1982) y células humanasy de ratón en cultivo (0’DoneIl-Tormey el aL,
1987). Además, la ingestión crónica de H202 en el agua de bebida de ratas adultas ha dado
lugar a descensos significativos de la actividad (IPx Se dependiente en músculo esquelético,
hígado y riñón y de la no Se dependiente en riñón (Kihlstrdm el aL, 1986). El hígado de
corderos expuestos a un mayor estrés oxidativo por ser alimentados con gandes cantidades
de Fe en la dieta, muestra descensos significativos de actividad (IPx Se dependiente
(Reffett el aL, 1986). Con hepatocitos de rata en cultivo se ha visto cómo el tratamiento En
vEto con AT tampoco provoca modificaciones en la actividad (IPx (Starke y Farber, 1985).
De acuerdo con los conceptos actuales, el peróxido de hidrógeno y el radical
superóxido, a las concentraciones presentes en las células, no tienen reactividad suficiente
para atacar directamente a las macromoléculas biológicas. Sin embargo, en presencia de
metales de transición, en lo que se conoce como reacción tipo Fenton catalizada por
metales, dan lugar al radical hidroxilo que si es un iniciador directo del daño peroxidativo.
El GSH es capaz de reducir los niveles de radical 0H por reacción directa o a través de
su interacción con el radical superóxido. En este proceso, el (ISH se oxida a GSSG. El
glutatión oxidado puede volvera ser reducido por acción de la actividad glutatión reductasa
y mantener de esta forma estables, los niveles de (ISH y (ISS(I/(ISH en la célula. La
inducción generalizada de (IR parece indicar que el factor limitante en este modelo de
estrés oxidativo es el mantenimiento de cocientes (ISS(I/(3SH bajos. En definitiva, las
inducciones observadas de (IR, SOD, (ISH y ácido ascórbico apuntan hacia el control de
los niveles de radical 0H, bien directamente, como es el caso del glutatión y el ascorbato,
o indirectamente, eliminando radicales superóxido como la enzima SOD o reduciendo el
(ISSG, acción que realiza la enzima (IR, incluso en presencia de elevados niveles de H202.
La falta de inducción de la (IPx estaría también de acuerdo con este razonamiento, pues
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contribuiría al mantenimiento de tasas (ISScJ/clSH bajas. Elevados niveles de H202 serian
tolerados siempre que los niveles de radical 0H se mantuviesen bajos, y estos mismos
niveles elevados de H202 serian la señal que desencadenase la inducción a nivel genético.
Como ya hemos indicado anteriormente, los niveles máximos de inducción de
antioxidantes se alcanzaron despuésde 14,5 meses de tratamiento. Los datos de mortalidad
nos llevan a considerarestas inducciones como una supercompensación,ya que los animales
tratados, tanto jóvenes como viejos, presentan una tasa de supervivencia mucho mayor que
los controles durante la mayor parte del experimento. Los animales en los que ha tenido
lugar la inducción simultánea de cuatro antioxidantes han mostrado una tan de
supervivencia del 92% durante un largo periodo de tiempo, aproximadamente dos años.
Esto ha sido así incluso cuando los animales viejos se estaban aproximando al final de su
longevidad máxima y con unos porcentajes de supervivencia de los animales viejos controles
de tan sólo un 40%. Las inducciones suponen un balance antioxidante/oxidante mayor en
relación a los animales controles, aumentando la resistencia al estrés y a las causas de
muertes tempranas. Nuestras conclusiones se ven apoyadas por el hecho de que la pérdida
total o parcial de estas inducciones, que se detectó por primera vez despues de 25 meses
de tratamiento, condujo, a continuación, a una tasa de mortalidad muy alta. Además, en ese
momento, los animales tratados mostraron gran acumulación de lipofuscina en la corteza
cerebral y fuertes tendencias a presentar valores de (ISS(I/(ISH muy altos. Sin embargo,
estos valores no fueron significativos, probablemente debido a que la fase de muertes
aceleradas se extendió a lo largo de un periodo de tres meses, durante los cuales se
realizaronlas medidas bioquímicas. Dela curva de supervivencia se deduce que el deterioro
fisiológico que conducía a la muerte no se producía a la misma velocidad en todos los
animales, lo que da lugar a una elevada variabilidad. El resultado final es que los animales
viejos tratados han mostrado una longevidad máxima igual a la de los controles, pero el
tratamiento ha reducido considerablemente el número de muertes tempranas,
produciéndose una rectangularización de la curva de supervivencia y un incremento de la
vida media en ese grupo.
En los dos trabajos previos realizados en Musca domestica, que estudian el
efecto a largo plazo del AT y del DDC, y ya mencionados anteriormente, no se han
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detectado cambios en la 100
6
longevidad máxima. En el caso del
experimento con AT no se ~0 •
produjo ningún tipo de
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modificación (Alíen el aL, 1983), z eo
mientras que en el del DDC los Y
resultados son totalmente ~
coincidentes con los nuestros —
(Sohal el aL, 1984) y lo que se 20
produjo fue un aumento de la vida
media (ilustración 3), aunque
desgraciadamente desconocemos si 0 10 20 30 40
la inducción de (ISH referida en AGE dara
este experimento se perdió al final Ií~ti. 3. ~ Sohal et al., 1984
del ciclo vital (40 días), pues las
medidas fueron realizadas sólamente en animales de 9 días. Como se puede ver en el
esquema, la forma de la curva de supervivencia del experimento de Musca domestica y la
del nuestro es extraordinariamente similar; los animales tratados en un caso con DDC y
en el otro con AT muestran una curva más rectangular que la de los animales controles.
Existe otro experimento, también del grupo de Sohal, en el que se administraron distintas
concentraciones de H202 en el agua de bebida a Musca domestica. Unicamente una de las
concentraciones utilizadas (10 mM) provocó la inducción de los niveles de (ISH y un
aumento de longevidad media (Sohal, 1988).
Remontándonos a los experimentos de suplementación de antioxidantes y
buscando una explicación para los resultados negativos que se han obtenido en la mayoría
de las ocasiones, la respuesta quizá esté en que, en nuestro caso, se ha producido la
inducción de cuatro antioxidantes endógenos de forma simultánea; no se trata de dosis
puntuales elegidas a gusto del investigador. Se sabe que el efecto de muchos antioxidantes
puede ser beneficioso o perjudicial dependiendo de las dosis. La suplernentación con un
antioxidante concreto puede conllevar el descenso compensatorio de otro antioxidante
endógeno no obteniéndose ninguna ventaja.
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De todo lo expuesto hasta ahora podemos concluir que, aunque la información
de que se dispone actualmente aún es escasa, la manipulación de los niveles de
antioxidantes endógenos en el sentido de un aumento de la capacidad antioxidante global,
no modifica la longevidad máxima. Pero los datos sugieren al menos que el mantenimiento
de un balance antioxidante/prooxidante elevado en los tej idos resulta beneficioso para los
individuos,,aumentando su resistencia a factores que dan lugar a muertes tempranas y, en
definitiva, aumentando la probabilidad de que alcancen la longevidad máximapropia de su
especie. Esto significa un aumento de la probabilidad de supervivencia del individuo, o un
aumento de la longevidad individual media. Estos resultados están en consonancia con
recientes datos epidemiológicos que ponen de manifiesto la correlación entre elevados
niveles de antioxidantes en la dieta humana normal (no manipulada) y menor incidencia
de las dos principales causas de muertes tempranas en sociedades occidentales, las
enfermedades cardiovasculares (Gey, 1990)y elcáncer (Verreault e! aL, 1989; Buiatti el aL,
1990; Comstock, 1991), así como acciones estimuladoras sobre el sistema inmune
(Tengerdy, 1989; Meydani el aL, 1989; Meydani el aL, 1990).
Nuestro trabajo en Rana perezi no permite descartar el hecho de que la
inducción de antioxidantes endógenos dé lugar a un aumento de la longevidad máxima
(MLSP), porque las inducciones, desgraciadamente, se perdieron al final del experimento
y no sabemos lo que habría ocurrido en caso de mantenerse. Sin embargo, si nos permite
afirmar que el incremento de antioxidantes endógenos provoca un aumento de la vida
media; es la primera vez que este hecho se demuestra en un vertebrado.
CONCLUSIONES
La supuesta caída de antioxidantes con el envejecimiento, que aceleraría este
proceso con la edad, no se produce en Rana perezí. Esto nos parece coincidente con
un análisis exhaustivo de la bibliografía en los mamíferos. Sin embargo, este hecho
no descarta el posible papel de los radicales libres de oxígeno, pues su presencia
continua en los tejidos a lo largo del ciclo vital del individuo puede ser responsable
del descenso de las funciones vitales.
Los antioxidantes, tanto enzimáticos como no enzimáticos, están sometidos a un
fuerte controlhomeostático a largo plazo en Rana peral, hecho que se describe por
primera vez en un vertebrado. Por esta razón, y ante un estrés oxidativo como la
inhibición de la enzima antioxidante catalasa, se producen compensaciones y se
observan inducciones de otros antioxidantes.
La catalasa resulta ser una enzima necesaria, aunque su importancia fisiológica haya
sido en ocasiones puesta en duda. Mientras su inhibición mediante AT ha sido
compensada por las potentes inducciones de otros antioxidantes, la supervivencia
de los individuos no se ha visto disminuida. Sin embargo, en el momento en el que
estas mducciones han desaparecido total o parcialmente, la mortalidad se ha
acelerado.
No podemos resolver definitivamente si el balance antioxidante/prooxidante de un
organismo se relaciona o no con su longevidad máxima, pero si parece resultar
importante para el estado general de salud. Proponemos que un incremento en
dicho balance contribuye a aumentar la longevidad media de la población. Esta
conclusión es consistente con los datos disponibles en otras especies, incluyendo a
mamíferos, sobre los efectos de la suplementación con antioxidantes exógenos en
la dieta.
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